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En este trabajo se ha utilizado una colección de nuevos
genotipos de cítricos, obtenidas mediante un programa de
mutagénesis física desarrollado en el IVIA para estudiar distintos
aspectos fenotípicos, moleculares y metabólicos relacionados con la
maduración del fruto.
Para conseguir estos objetivos se seleccionaron y
caracterizaron genotipos de Clementina con alteraciones en la
maduración de sus frutos y se identificaron y caracterizó
funcionalmente genes involucrados en la maduración interna de los
cítricos. Por otro lado se detectaron genes delecionados en mutantes
de Clementina y por último se estudió el proceso de degradación de
ácido cítrico en los frutos, haciendo especial hincapié en la función
del gen que codifica la proteína fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.
Así, se han empleado micromatrices de cDNA específicas de
cítricos generadas por el Consorcio de Genómica de Cítricos, para
estudiar la expresión simultánea de 20.000 genes en varios estados
de maduración del fruto en los genotipos seleccionados. El análisis
bioinformático permitió identificar 161 genes correlacionados con los
procesos de maduración del fruto. Además, se encontró una
correlación significativa entre la acidez y algunos de estos genes, cuya
expresión se confirmó mediante RT-PCR en tiempo real. Así, se
comprobó que la expresión del gen que codifica para fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK), aumentó conforme avanza la maduración
interna del fruto. Se determinó el número de genes que en cítricos
pertenecen a la familia de PEPCK, así como su especificidad en
diferentes variedades comerciales. Durante la maduración de frutos
de Clementina de Nules, la inducción inicial de PEPCK se produjo
durante la fase de reducción rápida de la acidez e incremento de
XII
azúcares. Un experimento con suplemento de ácido cítrico sugirió que
el fujo de carbono proveniente de la degradación de los ácidos
producido por la ruta GABA es utilizado en la gluconeogénesis para la
síntesis de azúcares, siendo la activación de PEPCK el elemento
conector de ambos procesos.
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RESUM.
En aquest treball s’ha utilitzat una colecció de nous genotips
de cítrics, obtinguts mitjançant un programa de mutagènesis física
desenvolupat al IVIA per estudiar distints aspectes fenotípics,
moleculars i metabòlics relacionats amb la maduració del fruit.
Per aconseguir aquests objetius s’han seleccionat i
caracteritzat genotips de Clementina amb alteracions en la maduració
dels seus fruits i s’identificaren i es caracteritzó funcionalment gens
involucrats en la maduració interna dels cítrics. D’altra banda es
detectaren gens delecionats en mutants de Clementina i per últim
s’estudià el procés de degradació d’àcid cítric en els fruits, recalcant
el gen que codifica la proteina fosfoenolpiruvat carboxiquinasa.
Així s’han empleat micromatrius de cDNA específiques de
cítrics generades pel Consorci de Genòmica de Cítrics, per estudiar
simultàniament l’expressió de 20.000 gens en varis estats de
maduració del fruit als genotips seleccionats. L’anàlisis bioinformàtic
permeté identificar 161 gens correlacionats amb els processos de
maduració del fruit. A més, es trobà una correlació significativa entre
l’acidesa i alguns d’aquets gens, l’expressió del qual es confirmà
mitjançant RT-PCR en temps reial. Així, es comprobà que l’expressió
del gen que coficia per a fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK),
augmentà segons avança la maduració interna del fruit. Es va
determinar el numero de gens que als cítrics pertanyen a la família de
PEPCK, així com la seua especificitat en diferents varietats
comercials. Durant la maduració de fruits de Clementina de Nules, la
inducció inicial de PEPCK es va produir durant la fase de reducció
ràpida de l’acidessa i l’increment de sucres. Un experiment amb
suplement d’àcid cítric va suggerir que el flux de carboni provinent de
la degradació dels àcids produïts per la ruta GABA és utilitzat a la
XIV
gluconegènesi per a la síntesi de sucres, sent l’activació de PEPCk
l’element connector d’ambós processos.
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ABSTRACT.
In this work has been used a collection of a new genotypes of
citrus, obtained by means of a physical mutagenesis program
developed in the IVIA to study different phenotypic, molecular and
metabolic aspects related with the fruit ripening.
To achieve these aims, genotypes of Clementina with
alterations in the ripening of their fruits were selected and
characterized and genes involved in internal ripening of the citrus
fruit were functional characterized. On the other hand, deletion genes
were detected in Clementine’s mutants and finally the degradation of
citric acid process in the fruits was studied, doing special upsetting in
the function of the phosphoenolpyruvate carboxykinase gene.
Like this, microarrays of cDNA specific of citrus generated by
the Consortiun of Citrus Genome have been employed to study the
simultaneous expression of 20.000 genes in several states of ripening
fruit in the genotypes selected. The bioinformatic analysis allowed to
identify 161 genes correlated with the fruit ripening process.
Moreover, it was found a significant correlation between the acidity
and some of these genes, which expression was confirmed by means
of real-time RT-PCR. Like this, was checked that the PEPCK
expression increased along the fruit ripening. The numer of genes in
citrus belong to the family of PEPCK was determined just as its
specificity in different commercial varieties. During the Clementine’s
fruit ripening, the initial induction of PEPCK was happened during
the fast acidity reduction phase and the increase of  sugars.  An
experiment with supplement of citric acid suggested that the carbon
flux come from the acids degradation by the GABA route is employed
in the gluconeogenesis to sugar synthesis, being the activation of







































































I. Introducción general. 
I.1. Los cítricos. 
I.1.1. Origen y expansión 
El origen de los agrios se localiza en Asia oriental 
extendiéndose desde la vertiente meridional del Himalaya hasta 
China meridional, Indochina, Tailandia, Malasia e Indonesia. 
Actualmente se cultivan en la mayor parte de las regiones tropicales 
y subtropicales de ambos hemisferios del planeta, principalmente 
entre los paralelos 44ºN y 41ºS (Agustí 2003). 
La presencia del cidro en España se establece en el siglo VII 
pero hasta el siglo XII no existen evidencias de su cultivo. A través 
de los árabes llegaron a España el naranjo amargo (Citrus aurantum 
L.) y el limonero (Citrus limon (L.) Burm.f) en el siglo XII. Del naranjo 
dulce (Citrus sinensis (L.) Obs.) no existe ninguna referencia hasta el 
siglo XV y probablemente se introdujo a través de las rutas 
comerciales genovesas con Oriente. La introducción del mandarino 
común (Citrus reticulata Blanco) fue mucho mas tardía. En 1845 se 
promovió la aclimatación de injertos de mandarino común en 
Valencia y en 1856 su cultivo empezó a difundirse en la provincia 
de Castellón de la Plana. La introducción del pomelo (Citrus paradisi 
Macf.) es mucho más reciente. En 1910 se importaron las primeras 
plantas desde California por la Estación Naranjera de Levante, hoy 
integrada en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias 
(Zaragoza 1993; Agustí 2003). 
 
I.1.2. Clasificación botánica 
Las especies de cítricos con interés comercial pertenecen a la 
familia de las Rutaceas, subfamilia Aurantioideas. Las rutáceas se 
encuentran dentro de la división Embryophita Siphonogama, 
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subdivisión Angiospermae, clase Dicotiledonea, subclase Rosidae, 
superorden Rutanae, orden Rutales. Según Swigle (1967) se 
incluyen dentro de este orden las tribus Clauseneae y Citreae. A su 
vez, la tribu Citreae se subdivide en tres tribus, siendo Citrinae la 
que contiene todos los géneros a los que pertenecen los cítricos 
cultivados: Fortunella, Poncirus y Citrus. Las especies del género 
Citrus son las más importantes bajo el punto de vista agronómico. 
 
I.1.3. Importancia económica. 
Desde el punto de vista comercial, los dos grupos más 
importantes de cítricos son los mandarinos y los naranjos. 
Agronómicamente, los mandarinos se pueden clasificar en tres 
grupos: grupo Satsumas (C.unshiu), grupo Clementinas 
(C.clementina) y otros mandarinos (Amorós 2003). 
Los cítricos suponen una importante fuente de riqueza para 
el sector agroalimentario mundial y nacional. En España, la 
citricultura ocupa un papel relevante en la economía ya que 
proporciona un elevado número de divisas. En la última década, las 
mandarinas y las naranjas se encuentran entre las 5 primeras 
partidas de ingresos del capítulo general de las exportaciones 
nacionales llegando a generar más de 2.000 millones de euros en 
2008, de los cuales 1.229 millones proceden de las exportaciones de 
mandarinas y 861 millones son ingresados por la venta de naranjas. 
En los últimos años tanto las exportaciones de mandarinas como de 




















En términos económicos, los cítricos son los frutales más 
importantes, superando los 122 millones de toneladas en el año 
2009 (http://faostat.fao.org/). Los mayores productores a nivel 
mundial son China, Brasil y EEUU seguidos de otros países con 
producciones similares, entre los cuales cabe destacar España con 
5.240.100 de toneladas (Tabla I-1). 
 
Tabla I-1: Principales productores mundiales de cítricos en 
2009 (toneladas). 
 Mandarinas Naranjas Limones y Limas Pomelos Otros Total 
China 9746287 4864959 1014446 2768308 4694471 23088471 
Brasil 1094430 17618500 972437 66895 - 19752262 
EEUU 401880 8280780 827350 1182970 47170 10740150 
India - 5201350 2571530 193822 161691 8128393 
México 442108 4193480 1987450 395000 106539 7124577 
España 2026200 2617700 551000 38700 6500 5240100 
Irán 566548 2713240 711729 50722 96461 4138700 
Nigeria - - - - 3769420 3769420 
Italia 863900 2359400 486200 7500 28000 3745000 
Turquía 846390 1689920 783587 190973 2901 3513771 
Prod.mundial 22396549 68475267 13607350 6565351 11324215 122368732 
Fuente: FAO 2010 
Figura I-1: Exportaciones de mandarinas (      ) y 
naranjas (      ) en España desde el año 2000 al 
año 2008. (1 €= 1,4362 $). 



































España es el primer exportador de cítricos a nivel mundial 
con más de 3.000 millones de toneladas, seguido de Sudáfrica y 
EEUU (Figura I-2) siendo sus principales importadores: Alemania, 
Francia, Reino Unido, Países bajos y Polonia (Tabla I-2) 
(www.intercitrus.org). 
 
Tabla I-2: Principales importadores de cítricos españoles en 2010 
(toneladasa). 
 Satsumas Clementinas Wiling Forrtuna Total mandarinas naranjas Limones Pomelos 
Total 
09/10 
Alemania 14207 287787 21353 31766 355113 343605 89380 13011 801109 
Francia 254 231826 11733 44223 288036 337708 79172 14702 719618 
R.Unido 13001 80012 6141 14566 113720 85210 40082 1295 240307 
Paises 
bajos 4961 65420 4262 7335 81978 130449 17824 1310 231561 
Polonia 351 71604 18374 8959 99288 73476 46969 5995 225728 
Paises 
Terceros 3060 99485 19 11985 114549 74685 25266 2305 216805 
Bélgica 3600 40763 634 5307 50304 60038 9384 1152 120878 
Italia 279 43586 3115 8126 55106 37157 25312 803 118378 
Suecia 7118 32494 220 1115 40947 46510 7279 70 94806 
República 
Checa 3395 32368 515 4894 41172 24589 6546 2469 74776 
Fuente: Intercitrus 2010 
Figura I-2: Principales países exportadores de cítricos 

























































España es el primer país exportador del mundo de naranjas y 
grupo mandarinas para su consumo en fresco. Del total de esta 
producción, en torno al 70% se destina al mercado exterior, 
principalmente a los países de la Unión Europea. Las zonas de 
producción citrícola española se concentran en el litoral este y sur-
oeste de la península. El 61% de la producción citrícola se 
encuentra en la Comunidad Valenciana, el 25% en Andalucía, el 
10% en Murcia y el 3% en Cataluña. (www.intercitrus.org). 
Durante la Campaña 2010/2011, la producción de cítricos 
en la Comunidad Valenciana fue de 3.508.982 toneladas 
distribuidas en 1.729.314 tn de mandarinas, 1.602.840 tn de 
naranjas y 176.828 tn de limones (www.agricultura.gva.es). 
 
 
I.2. Los frutos cítricos 
I.2.1. Morfología, desarrollo y maduración. 
Los frutos cítricos son un tipo de baya denominada 
hesperidio formado por un número variable de carpelos unidos 
alrededor del eje floral formando así lóculos dentro de los cuales se 
forman las semillas y las vesículas del zumo. La parte exterior a los 
lóbulos se denomina pericarpio. El pericarpio o piel es la parte del 
fruto exterior a los lóculos y se divide en tres partes: el exocarpo o 
flavedo que es la parte más externa del fruto formado por la 
epidermis y una cutícula; el mesocarpo o albedo formado por tejido 
parenquimático y el endocarpo que es la parte más interna y donde 
se encuentran las vesículas de zumo. Las vesículas de zumo son 
unas estructuras multicelulares alargadas unidas al endocarpo a 
través de un filamento y que se inician en el endocarpo y se 
orientan hacia el interior del lóculo (Figura I-3). Las vesículas 
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maduras están formadas por grandes células muy vacuoladas que 















Bain (1958) estudió el crecimiento de la naranja Valencia 
(Citrus sinensis [L.] Osbeck) dividiendo su desarrollo en tres fases: la 
fase I o periodo de crecimiento exponencial que abarca desde la 
antesis hasta el final de la caída fisiológica de los frutos, 
caracterizada por un rápido crecimiento del fruto provocado por la 
división celular; la fase II o periodo de crecimiento lineal que 
comprende desde la caída fisiológica del fruto hasta poco antes de 
su cambio de color, caracterizada por una expansión de los tejidos 
acompañada por un agrandamiento celular y la fase III o periodo de 
maduración caracterizada por una reducida tasa de crecimiento y 
donde se producen la mayoría de los cambios internos 
(fundamentalmente reducción de acidez y acumulación de azúcares 
en la pulpa) y externos (principalmente el cambio de color del 




Vesículas de zumo 
Figura I-3: Corte transversal de un fruto de 














Los frutos cítricos se caracterizan por tener una elevada 
concentración de ácidos antes de la maduración siendo el ácido 
cítrico el más abundante seguido del ácido málico y el fumárico 
(Karadeniz 2003). Como desmostró Koch (1984) los ácidos son 
sintetizados en el fruto durante la fase I y se reducen durante las 
fases II y III del desarrollo del fruto (Bain 1958). Los ácidos son 
sintetizados en la mitocondria de las células de las vesículas del 
zumo y mediante un transportador de membrana son exportados al 
citosol y acumulados en las vacuolas (Gout 1993). La acumulación 
de ácido cítrico en la vacuola está determinada por su 
concentración en el citosol, que a su vez se debe al balance entre la 
síntesis y la degradación (Lobit y cols 2003). 
 
I.2.2. Parámetros de la calidad de la fruta en los cítricos. 
La industria citrícola y los consumidores de frutos cítricos 
tienen unos parámetros de calidad establecidos. Los caracteres 
establecidos son: el calibre del fruto, el contenido mínimo en zumo, 
el índice de color (ICC) que indica la coloración del fruto y el índice 
de madurez (IM). El IM determina la maduración interna y es la 
relación entre el extracto seco correspondiente a los sólidos solubles 
Figura I-4: Frutos, enteros y seccionados, de mandarino de la 
variedad Clementina de Nules (Citrus clementina Hort.Ex Tan.) 
durante las tres fases del desarrollo (Soler 2009). 
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del zumo, medido por el índice refractométrico, expresado en ºBrix y 
la acidez, expresada como el contenido de ácido cítrico anhidro del 
zumo en tanto por ciento. Entre un 75% y un 85% de los grados 
Brix del zumo son azúcares, de los cuales, fructosa, glucosa y 
sacarosa son los más abundantes (Agusti 2003; Tewari y cols 2008). 
La acidez del zumo de los frutos cítricos se debe principalmente al 
elevado contenido en ácido cítrico siendo el ácido málico y el ácido 













El balance entre los dos componentes del índice de madurez 
configura el sabor del fruto, característica organoléptica muy 
valorada por parte del consumidor y que configura la calidad 
interna del fruto. Esta viene determinada por la “lengua de 
Pritchett” que indica la calidad del fruto en función de los ºBrix y el 
IM (Figura III-1) siendo frutos con características organolépticas 
adecuadas para el consumo aquellos que se encuentren dentro del 
recinto (Soule y Grierson 1986). 
Para la comercialización en fresco de los frutos cítricos en 
España, están determinadas las condiciones mínimas de calidad 
Figura III-1: Lengua de 
Pritchett. La relación entre los 
ºBrix y el Índice de madurez 




que deben ser aplicadas (DOGV: orden del 14-septiembre-2006. 
Conselleria de Agricultura, Pesca i Alimentación). Para determinar si 
un fruto cítrico puede ser recolectado y comercializado, deben tener 
los siguientes valores mínimos de índice de madurez: Satsumas 6.5, 
Clementinas y otras mandarinas 7.0, Mandarina fortune 8.0 y 
Ortanique 7.5. Los mandarinos y los híbridos en la Comunidad 















Un objetivo en la mejora de las Clementinas que resulta 
muy interesante por su importancia económica es la obtención de 
variedades que puedan ser recolectadas en periodos de tiempo 
alejados del momento de recolección de su parental, ampliando así 
el calendario de recolección y por lo tanto el periodo de 
comercialización, que en el caso de las Clementinas actualmente va 
de septiembre a enero (Agustí 2003). Una ampliación del periodo de 
recolección implicaría entre las características más relevantes, 
cambios en el índice de madurez externo (retraso o adelanto del 
Figura III-2: Periodo de recolección de 
mandarinos (   ) e híbridos de Clementina (  ) 




color). Sin embargo, la calidad organoléptica del fruto es 
determinante para su aceptación en el mercado. Por tanto los 
cambios en la maduración externa deben ir acompañados de 
cambios en la maduración interna del fruto, puesto que un retraso 
o adelanto de la maduración interna, y no de la externa, permite la 
recolección de la misma y no a la inversa. En consecuencia, la 
obtención de variedades que alcancen el índice de madurez interno 
mínimo establecido antes o después del estipulado para su parental 
tiene un doble interés. Un interés científico porque pueden servir 
como material vegetal para estudiar las diferencias moleculares y/o 
metabólicas que han resultado en una variación del índice de 
madurez y un interés agronómico, puesto que son posibles nuevas 
variedades que permitirian ampliar el mercado citrícola. Así pues, 
resulta necesaria la generación de nuevas colecciones que amplien 
la variabilidad fenotípica de las variedades citrícolas actuales. Estas 
colecciones resultan especialmente útiles por el material vegetal 
generado, el cual puede ser aplicado en las dos vertientes 
mencionadas, la científica y la agronómica. Una vez obtenido el 
nuevo material, el tratamiento de los datos de la población resulta 
de gran importancia porque determinará la selección y la 
caracterización de posibles nuevos genotipos que podrían ser 
incluidos en el mercado citrícola.  
 
I.2.3. Mejora de variedades. Inducción de mutaciones. 
A lo largo del último siglo diversos factores como la 
degradación de los terrenos cultivables: por erosión del suelo, 
salinización, la explotación intensiva de los terrenos, los procesos 
derivadas por el calentamiento global, asi como aspectos 
socioeconómicos derivados del aumento en la población mundial 
plantean un desafío para la agricultura actual tanto en aspectos 
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medioambientales como en productivos (Miflin 2000; Parry y cols 
2009). Este desafio se puede abordar mediante avances 
agronómicos, como un mejor uso de los fertilizantes (Lea y Azevedo 
2006), una mayor eficiencia del agua de riego (Richards 2000) y 
programas para la obtención de nuevas variedades (Parry y cols 
2009; Reynolds y cols 2009). Por otro lado, en los últimos años ha 
habido un incremento considerable de la cantidad de secuencias en 
especies vegetales completándose el genoma de algunas como el 
arroz (Matsumoto y cols 2005) el sorgo (Patterson y cols 2009), el 
chopo (Tuskan y cols 2006) y la vid (Jaillon y cols 2007) y 
obteniéndose colecciones de ESTs en otras especies herbáceas como 
la remolacha, soja, pimiento, guisante, alfalfa, patata, tomate… etc 
y leñosas como el almendro o el roble (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
En relación con la mejora de cultivos, la mutagénesis 
tiene la ventaja de introducir uno o varios cambios en el genoma 
además de generar un amplio rango de variación fenotípica. De 
hecho, la explotación natural de la diversidad genética o su 
inducción mediante mutagénesis ha sido una de las estrategias que 
históricamente mayor éxito ha logrado si se consideran las más de 
3000 nuevas variedades que se han obtenido mediante tratamientos 
de mutagénesis (www.fao.org). Estas mutaciones pueden ser 
inducidas por mutágenos físicos o químicos y son aplicables a todas 
las plantas. Las alteraciones que causan pueden ir desde cambios 
puntuales de unos pocos pares de bases característico de los 
mutágenos químicos a grandes deleciones en el ADN más frecuente 
empleando mutágenos físicos. A pesar de que los análisis 
transcriptómicos revelan que la mutagénesis puede producir 
grandes cambios en el transcriptoma (Batista y cols 2008), es un 
método de mejora que genera colecciones de genotipos con un 
amplio rango de variación fenotípica para diferentes caracteres 
 
 14
agronómicos. Esta variabilidad genética ha sido y está siendo 
ampliamente empleada en estudios de genómica, desarrollándose 
línes de investigación sobre caracteres de interés agronómico en 
diversos centros de investigación en el mundo (Kharkmal y Shu 
2009). 
Uno de los principales objetivos de la citricultura es la 
obtención de nuevas variedades para satisfacer la demanda de la 
actual industria citrícola y los consumidores existiendo varias 
estrategias para ello. Tradicionalmente se ha empleado el cruce de 
variedades pero en el caso de los cítricos presenta problemas 
asociados al empleo de semillas como la juvenilidad, la esterilidad y 
la heterocigosis. También es un método de mejora lento en la 
obtención de nuevas variedades, si los caracteres a mejorar están 
relacionados con caracteres reproductivos. El abordaje mediante 
herramientas biotecnológicas tiene ciertos inconvenientes como son 
los efectos pleiotrópicos adversos en algunas plantas como los 
cítricos (Peña y cols 2001; Endo y cols 2005). Otro abordaje es el 
aprovechamiento de la selección de mutaciones gemárias 
espontáneas, pero pese a haber sido el origen de varias variedades 
actuales, queda supeditada a la tasa de mutación natural de las 
variedades. La mutagénesis inducida aumenta la frecuencia de 
mutación natural de las variedades de cítricos hasta 300 veces 
(Zhang y cols 1988) y es una herramienta que se encuentra libre de 
las restricciones existentes sobre los organismos modificados 
genéticamente (Parry y cols 2009) y mediante la cual se han 
obtenido nuevas variedades de limón (Eureka 22INTA), pomelo (Rio 
Red y Star Ruby) y Clementinas: Nova (Froneman y cols 1996), 
Nulessin (Asins y cols 2002). Las mutaciones pueden ser inducidas 
mediante agentes químicos o físicos. Los mutágenos quimicos son 
empleados mayoritariamente cuando el material vegetal a emplear 
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son semillas que en el caso de los cítricos conllevaría problemas 
inherentes a la biología de sus especies como son los largos 
periodos de juvenilidad, la apomixis y el alto grado de 
heterocigosidad que se alejaría de los parámetros de calidad 
establecidos por los consumidores y el mercado. Además daría lugar 
a un método lento para la selección de nuevas variedades 
comerciales sobre todo si lo que se desea mejorar son 
características del fruto. Los mutágenos físicos, específicamente los 
rayos gamma y los neutrones rápidos son más empleados en yemas 
por su mayor penetración en este tejido, siendo así los más usados 
en frutales (Walther y Sauer 1985; Pedrieri y Fasolo 1989; 
Sammarcelli-Ollitraut y Legrave 1991; Pinet-Leblay y cols 1992; 
Lima da Silva y Daozan 1995; Fuentes y cols 2004) y los de mayor 
efectividad (Predieri 2001). Además el empleo de los mutágenos 
físicos en yemas de cítricos daría lugar a un método rápido 
comparado al empleo de semillas ya que estas yemas pueden ser 
injertadas en pie adulto, ahorrándose el periodo de juevnilidad y 
permitiendo una selección de nuevas variedades directa en campo 
tanto en aspectos vegetativos como reproductivos.  
La colección de nuevos genotipos de Clementina descrita 
en el capítulo III se generó mediante mutagénesis física. De esta 
colección ya han sido registradas algunas nuevas variedades: 
Clemenverd, Nero (Iglesias y cols 2006; Rios y cols 2007) y 
Clementina de Marzo (Iglesias y cols 2009). Esto es indicativo de la 















































































El objetivo del presente trabajo fue identificar genes 
relacionados o implicados con la maduración de fruto de los 
cítricos. Para ello se siguió una estrategia basada en la 
identificación de genes alterados en mutantes de maduración de 
cítricos. La estrategia incluyó los siguientes pasos: 
 
1- Selección y caracterización de nuevos genotipos de Clementina 
con alteraciones en la maduración interna. 
 
2- Identificación de genes alterados en estos genotipos mediante 
micromatrices de cDNA específicas de cítricos. 
 
3- Correlación simultánea de los genes alterados en los mutantes 
con los parámetros de maduración para identificar genes 
involucrados en el proceso de maduración. 
 
4- Detección de genes delecionados en mutantes irradiados de 
Clementina mediante CGH y FISH-BAC. 
 
5- Estudio de la degradación de ácido cítrico en los frutos cítricos 


























III. Selección y descripción de cinco nuevos 
genotipos de Clementina con alteraciones 
























































III. Selección y descripción de cinco nuevos genotipos de 
Clementina con alteraciones en la maduración interna. 
III.1. Introducción. 
La obtención de nuevas variedades en cítricos puede 
abordarse mediante varias estrategias. La estrategia que 
tradicionalmente ha sido empleada en la mejora de muchas especies 
vegetales es el cruce entre variedades. Sin embargo, en el caso de 
los cítricos, presenta problemas en su metodología debido a las 
características particulares de su biología como son la juvenilidad, 
la esterilidad y la heterocigosis, que da lugar a nuevos genotipos con 
características muy diferentes a los parentales, alejándose de los 
parámetros de calidad establecidos por los consumidores. Otra 
estrategia es la obtención de nuevas variedades mediante la 
selección de mutaciones gemarias espontáneas; estrategia que pese 
a haber generado muchas variedades actuales de Clementina 
(Clementina de Nules, Hernandina, Marisol, Oronules, Arrufatina, 
Esbal, Clemenpons, Loretina, Capola, Beatriz de Anna, Clemenrubí, 
Prenules, Cultifort, Orogros y Basol), y de satsuma (Clausellina y 
Planellina), tiene una tasa de obtención de nuevas variedades muy 
baja, ya que queda supeditada a la capacidad mutágena natural de 
la variedad parental y a la posterior detección en campo por parte 
del agricultor. Un tercer abordaje es mediante la biotecnología, 
obteniéndose material genético modificado. Esta estrategia ha sido 
empleada en variedades de cítricos (Cervera y cols 2000; Dominguez 
y cols 2000), pero presenta ciertos inconvenientes, como por 
ejemplo que la sobrexpresión del transgen pueda inducir efectos 
pleiotrópicos adversos en plantas (Peña y cols 2001; Endo y cols 
2005). Otra estrategia que permite mejorar aspectos concretos de 
una determinada variedad sin modificar el fondo genético del 
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mismo, manteniendo los caracteres generales de la misma, es la 
inducción de mutaciones (Predieri 2001). La mutagénesis es una 
herramienta importante en la mejora de cultivos y está libre de las 
restricciones impuestas sobre los organismos modificados 
genéticamente (Parry y cols 2009). Mediante este abordaje, en los 
últimos 70 años se han obtenido más de 3000 variedades a partir 
de programas de mutagénesis (IAEA/FAO) (http://www-
infocris.iaea.org/MVD/). 
En el trabajo aquí descrito, los genotipos estudiados 
proceden de una colección obtenida mediante irradiación a partir de 
yemas de la variedad Clementina de Nules. Los mutágenos 
empleados en la generación de la colección fueron de tipo físico, 
neutrones rápidos y rayos gamma; de este último, se empleó el 
Cobalto 60 (60Co). Ambos mutágenos son radiaciones ionizantes que 
provocan reordenamientos cromosómicos de todo tipo, deleciones, 
duplicaciones, inversiones y translocaciones (Yost 1954) y tienen 
una gran capacidad de penetración en los tejidos, característica 
muy deseable si se trabaja con yemas, que fue el material empleado. 
Además, tanto los rayos gamma como los neutrones rápidos han 
sido los más usados en frutales (Walther y Sauer 1985; Pedrieri y 
Fasolo 1989; Sammarcelli-Ollitraut y Legrave 1991; Pinet-Leblay y 
cols 1992; Lima da Silva y Daozan 1995; Fuentes y cols 2004) y son 
los que han tenido mayor efectividad (Predieri 2001). En el caso de 
los cítricos, la irradiación aumenta la frecuencia de mutación hasta 
300 veces más que la frecuencia de mutación natural (Zhang y cols 
1988). Mediante el empleo de estos mutágenos se han obtenido 
nuevas variedades de limón (Eureka 22INTA), pomelo (Rio Red y 
Star Ruby) y Clementinas como Nova SL (Froneman y cols 1996) y 
Nulessin (Asins y cols 2002). La mutagénesis genera una 
variabilidad genética que ha sido y está siendo ampliamente 
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empleada en estudios de genómica (Ahloowalia 2004), 
desarrollándose líneas de investigación sobre caracteres de interés 
agronómicos en diversos centros de investigación en el mundo 
(Kharkmal y Shu 2009). Por ejemplo, se trabaja en aspectos de 
nutrición y calidad de frutos de tomate con mayor contenido en 
antioxidantes (Tomlekova y cols 2009), un mayor aporte de 
proteínas en semillas de soja (Yathaputanon y cols 2009) o 
ampliando el mercado varietal en cuanto a coloración, tamaño y 
contenido en antocianinas en frutos de pimiento (Tomlekova y cols 
2009). 
El material vegetal empleado en este trabajo procede de 
una colección previamente existente de nuevos genotipos generada 
mediante mutagénesis física entre los años 2000 y 2002. Esta 
colección se obtuvo irradiando homogéneamente 10500 estaquillas 
con cinco yemas axilares. Las dosis empleadas fueron de 5,6 y 10 
Gy en los neutrones rápidos y 50, 75 y 100 Gy con el 60Co. El 
material irradiado se transfirió a 3 parcelas diferentes, la parcela A, 
la parcela B y la parcela C mediante injerto en púa. Tras el injerto, a 
partir de la masa de células de cada yema se desarrollaron los 
primordios foliares en espiral con una filotaxis 2/5 para el caso del 
mandarino Clementino de Nules dando lugar a la primera brotación 
de cada yema que se conoce como M1. De cada M1, brotó la 
segunda generación M2. La distinción entre M1 y M2 en campo es 
clave para la interpretación del fenotipo, puesto que es a partir de la 
generación M2 cuando se considera que los cambios genéticos que 
hayan podido producirse por efecto de la irradiación han comenzado 
a ser estables (Asins 2002). El número total de posibles nuevos 
genotipos existentes en la colección se estimó en unos 17 000 
procedentes de irradiación con rayos gamma y 10500 con neutrones 
rápidos, haciendo un total de 27500 posibles nuevos genotipos de la 
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colección distribuidos en tres parcelas: A, B y C. En las parcelas A y 
B, el material irradiado fue previamente trasplantado mediante 
injerto en púa en vivero, donde se desarrolló la primera generación 
M1. A partir de ella, fueron transferidos mediante injerto en púa 
sobre patrón adulto de Citrange carrizo a 2 parcelas: la parcela A, 
localizada en la estación del I.V.I.A. de Moncada, cuyas yemas 
habían sido irradiadas con neutrones rápidos a la dosis de 6 Gy y la 
parcela B, con yemas irradiadas con rayos gamma a dosis de 50 y 








Figura III-3: Proceso de irradiación e injerto de las estaquillas 
de yema en una primera etapa en un vivero donde se desarrolló 
la generación M1. Mediante injerto en púa, esta yemas fueron 








Figura III-4: Proceso de irradiación e injerto de las estaquillas 
de yema en campo. La primera generación en la parcela 
definitiva corresponde a una M1. 
 
 
Otra parte del material irradiado fue trasplantado 
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estación del IVIA en Moncada. De cada púa se distinguieron la 
generación M1 y la M2 (Figura III-4). 
El conocimiento del tipo de material empleado en la 
irradiación, así como el tipo de injerto y las características 
fisiológicas de la especie empleada resultan claves para realizar el 
muestreo, el tratamiento de los datos y por tanto para la selección 
de los nuevos genotipos. Así, en este caso se emplearon yemas 
axilares, cuyo uso conlleva una mayor probabilidad de quimeras, 
porque cada yema está formada por varias capas de células o túnica 
que reviste a una masa de células en división (Tadeo y cols 2003) y 
por lo tanto cada una puede recibir un tipo de daño. Sin embargo, 
el inconveniente de la aparición de quimeras puede ser subsanado 
analizando los genotipos a partir de la segunda generación, 
considerada genéticamente estable (Asins 2002). Además, para 
trabajar con cítricos, el empleo de yemas resulta un proceso rápido 
porque permite analizar el fenotipo en un menor tiempo. Utilizando 
otro material vegetal de partida como son las semillas o los óvulos, 
se pueden necesitar pasos de cultivo in vitro, generación de callo, 
embriogénesis, desarrollo del explante, aclimatación y finalmente 
injerto en campo, prolongándose el tiempo hasta poder analizar el 
fenotipo. Como las yemas irradiadas pueden ser transferidas 
mediante injerto a campo, se pudo obtener en unos pocos meses 
material vegetal del mismo. Hay que remarcar la gran ventaja de 
tener el posible nuevo genotipo bajo condiciones de campo: que la 
selección de los genotipos es directa, adelantando el tiempo de 
ensayo en campo para la obtención de una nueva variedad. De 
hecho, a partir de esta colección ya se han registrado las nuevas 
variedades de Clemenverd, Nero y Clementina de Marzo (Iglesias y 
cols 2006; Rios y cols 2007; Iglesias y cols 2009) con retraso en la 
maduración externa, ausencia de semillas y una mayor 
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perdurabilidad en el árbol respectivamente, indicación del potencial 
tanto agronómico como científico existente en la colección. 
Por tanto, la selección y caracterización de estos nuevos 
genotipos de Clementina tiene una doble utilidad: por una parte 
sirven como material vegetal para poder realizar estudios más 
profundos en los cambios en el transcriptoma asociados a cambios 
en alguno de los parámetros de la maduración interna, la 
determinación de cambios genético estructurales realizados en 
alguno de estos genotipos a causa del tratamiento de irradiación o 
el estudio detallado de genes que estén relacionados con la 
maduración interna. Por otro lado, con una utilidad agronómica, ya 
que estos genotipos seleccionados pueden ser empleados como 
nuevas variedades comerciales de Clementina ampliando así el 
cuadro varietal. 
En este capítulo se tratan los datos de una colección 
existente en el I.V.I.A. de posibles nuevos genotipos de Clementina 
obtenidos mediante tratamientos de inducción de mutaciones por 
irradiación y la posterior selección y caracterización de 5 nuevos 
genotipos con al menos uno de los parámetros de la maduración 
interna alterados. La selección se realizó en primer lugar en base a 
los datos de dos campañas y los genotipos preseleccionados se 
evaluaron durante 4 campañas, con el objetivo de confirmar el 
fenotipo observado. Para ello, se emplearon los parámetros de 
calidad: producción, diámetro, altura, peso, ºBrix, acidez e índice de 
madurez interna del fruto en zumo. En la selección, se consideró el 
número de frutos de cada genotipo ya que éste influye en la 
concentración de azúcares en el fruto, así como en el calibre del 
mismo (Iglesias y cols 2003) y el tamaño en la concentración de 





III.2.1. Material vegetal. 
El material vegetal empleado procede de la colección 
previamente existente de posibles nuevos genotipos generada 
mediante mutagénesis física entre los años 2000 y 2002 descrito en 
el apartado III.1.2. Los genotipos analizados se encuentran ubicados 
en tres parcelas: la parcela A y la parcela B de la estación del 
I.V.I.A. de Moncada y la parcela C en Godella. Se tomaron muestras 
entre septiembre y diciembre frutos de los genotipos obtenidos a 
partir de la segunda generación (M2). Se muestrearon al menos tres 
réplicas biológicas y de cada réplica biológica se realizaron dos 
réplicas técnicas. En el caso del genotipo Z46 se obtuvieron además 
tres réplicas biológicas del mutante mediante injerto en plancha 
sobre pie de Citrange carrizo situadas sobre dos parcelas diferentes 
a las de la colección situadas en la estación del I.V.I.A. en Moncada; 
dos de ellas ubicadas en una parcela 43 (replica Z46-R1 y replica 
Z46-R2) y la tercera en la parcela 03 (replica Z46-R3). Los controles 
para cada réplica fueron árboles de Clementina de Nules adyacentes 
a los árboles con las réplicas. 
 
III.2.2. Determinación de los parámetros de calidad. 
Los parámetros analizados en los frutos de los genotipos 
fueron: 
- Floración: mediante comparación del estado fenológico de los 
genotipos. 
- Peso del fruto: medido en gramos por fruto. 
- Diámetro y altura del fruto: medido en mm, mediante un pie 
de rey. 
- Solidos solubles totales: empleando un refractómetro (Atago 
Pal-Alfa) que establece la concentración mediante la 
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determinación de su índice de refracción en grados Brix. Un 
grado Brix se define como el índice de refracción de una 
solución acuosa de sacarosa con una concentración de un 
gramo por litro (López 1995). 
- Acidez total del zumo: obtenida mediante valoración de 
alícuotas de 5 ml de NaOH 0.1 N, usando fenoftaleina como 
indicador. Como el ácido cítrico es el mayoritario de los frutos 
cítricos (He 1999), el contenido total de ácidos en el zumo se 
expresó como equivalentes de ácido cítrico. 
- IM: índice de madurez del fruto. Calculado como el ratio entre 
los ºBrix y la acidez del fruto. 
- Deformación del fruto: empleando un penetrómetro, se 
determinó la firmeza del fruto, medido por la deformación del 
diámetro en milímetros que sufre el fruto al aplicarle una 
fuerza constante de 1 kg, en unidades de def 1kg%. 
 
III.2.3. Tratamiento estadístico de los datos. 
Los criterios estadísticos empleados en el tratamiento de los 
datos fueron similares a los empleados en otros estudios (Rodríguez 
y cols 2005). La comparación de los promedios para los caracteres 
con distribución normal se realizó mediante la prueba de t de 
student y en los caracteres agronómicos cuya distribución no es 
normal, se les aplicó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis 
(Lynch & Walsh 1998). El número de réplicas biológicas empleadas 
fue al menos de 3. 
Los paquetes informáticos empleados en el tratamiento de 
los datos estudiados fueron: 
 Statgraphics Centurion XVI (versión de evaluación). 




III.2.4. Criterio de selección de los genotipos. 
En un primer lugar, previo a la selección, se realizó un 
análisis de la naturaleza de los datos fenotípicos estudiando la 
distribución de los datos a lo largo del periodo de muestreo en cada 
parcela de la colección, estimándose el tipo de estandarización a 
emplear para la selección posterior. Para la selección se emplearon 
dos estrategias. La selección de genotipos con varias alteraciones en 
varios parámetros fisiológicos y la selección de genotipos con a priori 
un solo parámetro fisiológico alterado. Para seleccionar genotipos 
con varias alteraciones se emplearon análisis multivariantes como 
son los gráficos de control ya que permiten detectar genotipos que 
se alejan del patrón estándar. Para la selección de genotipos con a 
priori un solo parámetro fisiológico alterado se seleccionaron 
aquellos genotipos que presentaron diferencias significativas 
(P<0.05) al menos del 20% respecto del control. Se consideró como 
tal al promedio de al menos 50 datos obtenidos entre los muestreos 
del mismo día de los genotipos ubicados en árboles adyacentes a la 
del genotipo estudiado durante las campañas efectuadas en 2004, 
2005, 2006, 2007, 2008, en base a los valores de ratio obtenidos de 
cada uno de los parámetros estudiados tras su estandarización 
centrados en1.0 (equivalente al 100%). Así, un ratio de 0.80 y 1.20 
indicó una diferencia del 20% inferior o superior al control 
respectivamente. Los tres primeros años se seleccionaron los 
genotipos cuyos valores de cada parámetro se situaban en los 
extremos de la distribución de la población. Para disminuir el 
posible efecto ambiental que pudiese existir dentro de la propia 
parcela, durante los siguientes años se realizaron muestreos a lo 
largo del periodo completo de la maduración de los frutos de 
Clementina de Nules, comparándolo con un control de su mismo 
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pie. En cada muestreo, se evaluó la diferencia de los distintos 
parámetros respecto al control. 
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III.3. Resultados y discusión. 
Uno de los objetivos de este trabajo es la selección y 
caracterización de genotipos con parámetros de maduración 
alterados. Este aspecto puede abordarse desde varios puntos: por 
un lado se pueden seleccionar genotipos que presenten alteraciones 
en varios parámetros fisiológicos y por otro seleccionar genotipos 
con a priori un solo parámetro fisiológico alterado. En función del 
tipo de genotipo que se desee seleccionar, se deben emplear unas 
determinadas herramientas estadísticas para su selección. 
En primer lugar se realizó un estudio estadístico de la 
naturaleza de los datos, tras el cual se procedió a la selección de los 
genotipos, escogiendo tanto genotipos con varias alteraciones como 
con una sola alteración en los parámetros estudiados. Los genotipos 
se evaluaron a lo largo de varios años. 
 
III.3.1. Naturaleza de los datos fenotípicos. 
Los gráficos de control son un tipo de análisis multivariante 
que permitieron detectar genotipos alejados del patrón estándar. 
Han sido mayoritariamente empleados en las industrias como 
técnicas de diagnósticos para supervisar procesos de producción e 
identificar inestabilidad. Esta herramienta puede enfocarse en la 
selección de nuevos genotipos, detectándolos como casos 






























Figura III-5: Gráfico de control de dos años consecutivos sobre 
datos procedentes de la parcela A. Variables estudiadas: peso, 
diámetro, altura, sólidos solubles totales, acidez e índice de 
madurez interna del fruto. La T-cuadrada mide lo alejado que 
cada caso está del centroide de los datos, teniendo en cuenta 
cada variable y las posibles correlaciones entre las mismas. ( = 
0.01. A: n=828 (1=B3VRAA, 2=A9VBB, 3=Z07RO, 4= D8ARB, 5=A4SPAR, 
6=X14RO, 7=B9RG, 8=C8VAV, 9=B9VBV, 10=Y26RO, 11=Y18RO, 12=Z46RO, 
13=Z18RO, 14=Y19RO). B: n=484 (1=B9VBA, 2=C7RRV, 3=Z46RO, 4=D11RO, 
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Mediante esta herramienta de análisis multivariante se 
analizaron los genotipos muestreados durante dos años 
consecutivos, destacándose varios genotipos, como puede 
observarse en las Figura III-5-A y III-5-B. Se seleccionó mediante 
esta herramienta el genotipo Z46, por presentar diferencias en el 
calibre y alteraciones muy marcadas en la acidez y los sólidos 
solubles totales del zumo comparándolo con el resto de genotipos. 
Por otro lado, resultó muy interesante seleccionar genotipos 
con solo uno de los parámetros fisiológicos alterados, sobre todo 
porque fueron empleados en estudios de transcriptoma, ya que los 
cambios en el transcriptoma son más fácilmente interpretables si a 
priori sólo está alterado uno de los parámetros. En este caso se 
seleccionaron los genotipos que se encontraron ubicados en las 
colas de la distribución del parámetro a seleccionar. Esta selección 
resulta difícil si se trabaja con parámetros relacionados con la 
maduración. Como el número de genotipos existentes en las 
diferentes parcelas era elevado, resultó necesaria la realización de 
muestreos escalonados en el tiempo. Los muestreos escalonados 
pueden dar lugar a diferencias en valores absolutos para las 
variables estudiadas, especialmente los grados Brix, acidez e índice 
de madurez, pudiendo dificultar la comparación entre los genotipos 
analizados al principio y al final del periodo de muestreo. Para 
subsanar estas diferencias y poder comparar variables que están 
medidas en unidades diferentes, las variables estudiadas deben 
estandarizarse (Yan y cols 2009). Un tipo de estandarización es la 
normalización, si bien, ésta debe ser aplicada cuando la 
distribución de los datos es normal. Entre las pruebas estadísticas 
más empleadas para testar la normalidad de una población están: 
Jarque-Bera, Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov con la 
modificación de Lilliefors y Anderson-Darling. La prueba Shapiro-
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Wilk suele aconsejarse para tamaños poblaciones pequeños (N<30), 
que no es el caso de la población de la colección. La prueba de 
Kolmogorov-Smirnov, válida para cualquier tamaño muestral 
(Sánchez 2003) ha sido ampliamente utilizada para testar la 
normalidad si bien es más sensible para valores cercanos a la media 
que a los extremos, mientras que la prueba de Anderson-Darling, es 
más sensible a las desviaciones en los extremos de la distribución. 
Como la distribución de datos provenia de una colección de posibles 
nuevos genotipos irradiados, era esperable y deseable, obtener 
individuos con valores extremos en alguno de los parámetros 
estudiados, por lo tanto, se empleó la prueba de Anderson-Darling 












Figura III-6: Acidez (  ) y ºBrix (   ) del zumo del 
conjunto de posibles nuevos genotipos analizados en 
3 semanas consecutivas de noviembre. (P<0.05) (µ ± 
E.S; Sem 1 n= 181, Sem 2 n= 229, Sem 3 n = 221). 
 
Al comparar los diferentes parámetros de la madurez 
interna (ºBrix y acidez) en cada uno de los muestreos realizados 
escalonadamente en el tiempo, se puede observar que variaron a lo 








































estandarización de las diferentes variables agronómicas previa a la 
selección por parámetros. 
La prueba de Anderson-Darling para testar la normalidad 
de los datos en la parcela A y parcela B de estudio, indicó la no 
normalidad de las variables agronómicas estudiadas: Altura, 
Diámetro, Peso, ºBrix, Acidez e IM medio del fruto (ver Anexo I, 
Tabla 1) con una probabilidad superior al 95%.  
Cuando los datos no son normales se pueden aplicar 
transformaciones para lograr que los datos se ajusten a una 
distribución normal comprimiendo los valores altos y expandiendo 
los bajos. Las transformaciones más habituales en caracteres 
biológicos son en sentido creciente: raiz(x), log(x) y 1/x  (Milton 
2007). Así pues, se realizaron estas tres transformaciones. La 
transformación 1/x en la variable acidez de la parcela B consiguió 
la normalidad de los datos, junto con las transformaciones raiz(x) y 
log (x) en la variable diámetro del fruto (DI) de la parcela A. Sin 
embargo, ninguna de las transformaciones obtuvo una distribución 
normal (test de Anderson-Darling, n= 822 en parcela A, n=354 en 
parcela B, P<0.05) para todas las variables estudiadas de cada 
parcela (ver Anexo I, Tabla 2). Al no cumplir la normalidad para 
todas las variables, se procedió a realizar otro tipo de 
estandarización, que se llamó ratio (Xir) definiéndola como: 
Xir=Xi/; siendo Xi el valor de la variable numérica de cada 
genotipo y  la media de la variable numérica de la subpoblación 
muestreo. 
Esta estandarización permitió homogeneizar y centrar los 
valores en 1.0. El valor 1.0 puede interpretarse como un valor del 
100%, para todas las variables antes y después de la 
















Este tipo de estandarización permitió la selección de 
genotipos procedentes de diferentes muestreos realizados en el 
tiempo, centrando los valores de las variables estudiadas en 1.0, tal 
y como puede verse en la Figura III-8 cuyos ratios corresponden a 
los ratios de los valores de las variables acidez y sólidos solubles 
totales mostrados en la Figura III-6. Además, permitió comparar las 
diferencias de cada parámetro analizado en cada genotipo respecto 
al control es decir, un ratio de 0.80 en el peso y un ratio de 0.80 en 
la acidez, significa en ambos casos un valor un 20% inferior al 









Figura III-7: Gráfico de Box-Whisker de las variables fenotípicas 
peso (PE), acidez (AC), altura (AL), ºBrix (BR), diámetro (DI) e 
índice de madurez (IM) antes de estandarizar mediante 
transformación ratio (Figura A) y después (Figura B) en la 
parcela A. (test de Kruskal-Wallis, P=0.05 Figura A y P=0.10 
Figura B, n=824). 














Figura III-8: Comparación de medias de los datos 
de acidez ( ) y grados Brix ( ) del zumo 
estandarizados con ratio del conjunto de posibles 
nuevos genotipos analizados en 3 semanas 
consecutivas de noviembre. Prueba de Kruskal-
Wallis (P<0.05). Letras diferentes indican 
diferencias significativas (prueba de Kruskal-Wallis, 





Tras la estandarización, se realizó un análisis multivariable 
de los parámetros estudiados. Los parámetros relacionados con el 
tamaño del fruto, el diámetro, la altura y el peso obtuvieron un 
correlación positiva significativa entre si (P<0.05). Por otro lado, la 
alta correlación entre el índice de madurez y la acidez, r= -0.797, 
comparándola con la de los grados Brix, r=0.2307, parece indicar 
que la maduración interna de los frutos está condicionada 
marcadamente por la dinámica de la acidez en el fruto. Los 

















Tabla III-1: Matriz de correlación (Pearson) entre las 
variables estandarizadas mediante radio, Acidez del zumo, 
Sólidos solubles totales (ºBrix) del zumo, Índice de madurez 
interno (IM), Altura del fruto, Diámetro del fruto y Peso del 
fruto. n= 117. 
 Acidez Altura ºBrix Diámetro IM 
Acidez 1     
Altura -0.4431 1    
ºBrix 0.3492 -0.3764 1   
Diámetro -0.4914 0.7333 -0.2029 1  
IM -0.7766 0.2641 0.2307 0.4360 1 
Peso -0.5004 0.7843 -0.2284 0.9708 -0.797 
 
Los valores de las variables empleadas para la selección de, 
en este caso, los sólidos solubles totales y la acidez, deben tener un 
límite fisiológico. Esto significa que biológicamente es poco probable 
que una alteración debida a la mutación haya provocado una 
ausencia total de todos los ácidos del fruto o de todos los sólidos 
solubles totales del mismo, puesto que estos compuestos son 
necesarios para la supervivencia del individuo y por consiguiente, el 
individuo no estaría dentro de la colección. Por lo tanto, en la 
selección de nuevos genotipos con alteraciones en alguno de estos 
parámetros, hay que tener en cuenta que una pequeña diferencia 
para los individuos en las colas de la distribución de datos, puede 
tener una gran relevancia genética y/o biológica. Las Figuras III-9-A 
y III-9-B muestran los valores de acidez y de sólidos solubles totales 





























Estudiando la evolución de la maduración de Clementina de 
Nules (www.ivia.es/sdta) puede apreciarse que la oscilación de los 
valores de ºBrix es menor respecto a los valores de acidez, ya que la 
desviación respecto a la media es de un 10.61% en la acidez frente 
al 2.30% de los ºBrix. Esta observación, junto con los resultados 
obtenidos en la correlación, sugiere que la evolución del índice de 
madurez de los frutos de Clementina está más marcada por la 
evolución de la acidez en el fruto que por los SST. El ácido cítrico, 























Figura III-9: Acidez (g/l) (A) y sólidos solubles totales (B) del 
zumo de los genotipos muestreados durante una campaña en la 

































ácidos en la pulpa de los frutos cítricos (Karadeniz 2003). Mediante 
un estudio de regresión se estudió la relación entre el parámetro 
fisiológico de acidez y la concentración de ácido cítrico, málico y 
fumárico en los zumos de varios genotipos. La regresión múltiple 
entre la acidez y la concentración de citrato, malato y fumarato 
obtuvo que las variables malato y fumarato no eran 
estadísticamente significativas (P<0.05). Al realizar una regresión 
simple de la acidez con las concentraciones de cada ácido por 
separado se obtuvo el grado de relación entre la acidez y los ácidos 
mayoritarios cuantificado mediante dos estadísticos, el coeficiente 
de correlación lineal (r) que indica el grado de relación entre las dos 
variables y el estadístico R2, indicador del porcentaje de la 
variabilidad de la acidez explicada por el modelo (Tabla III-2).  
 
Tabla III-2: Correlación lineal (r) y 
variabilidad de la acidez explicada por el 
modelo (R2) entre la acidez (g/l) y la 
concentración del ácido cítrico, el ácido 
málico o el ácido fumárico en el zumo de 
Clementina. n=60. 
 r R2 
Ácido cítrico 0.95 90.40% 
Ácido málico -0.56 31.84% 
Ácido fumárico 0.56 32.19% 
 
Estos resultados indican una relación fuerte entre la acidez 
titulable y la concentración de ácido cítrico en el zumo, sin existir 
una relación estrecha con el segundo ácido mayoritario, el ácido 
málico a diferencia de lo observado en otros frutos ácidos como en 
uva, frambuesa o arándanos donde la acidez se debe 
principalmente a este ácido (Famiani y cols 2005). Por lo tanto, las 
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diferencias de acidez de los genotipos seleccionados pueden 
deberse principalmente al balance entre la síntesis y la degradación 
de ácido cítrico en el fruto. 
 
III.3.2. Selección de los nuevos genotipos. 
Durante dos campañas, se seleccionaron aquellos genotipos 
que mostraron diferencias superiores a un 20% respecto a su 
parental.  
Tabla III-3: Parámetros fisiológicos estandarizados con 
ratio durante dos años de una selección de genotipos. 
Un ratio de 0.80 y 1.20 indican diferencias del 20% 
inferior o superior al parental respectivamente. 
Muestreos realizados en noviembre. n≥3. 
 Año 1 Año 2 
 Brix Acidez Brix Acidez 
C01 0.90 0.62 1.07 0.78 
D08 0.81 0.80 1.02 0.73 
Z46 1.37 1.66 1.37 1.66 
C06 0.79 0.66 0.87 0.71 
H03 0.73 0.70 0.82 0.68 
I09 1.01 1.29 1.19 1.19 
J59 1.00 0.62 1.00 0.85 
Ñ17 0.78 0.59 0.74 0.63 
 
Esta selección se efectuó escogiendo aquellos genotipos que 
tuvieron en principio, un solo parámetro alterado, manteniendo los 
demás similares al parental. La Tabla III-3 muestra un subgrupo de 
genotipos seleccionados en base a datos de dos campañas. 
Con el objetivo de minimizar la posible variación existente 
en el fenotipo por causas ambientales, durante el tercer y cuarto 
año de muestreo, se efectuó una comparación respecto a la media 
control del mismo árbol donde se encontraba el genotipo 
seleccionado. La selección final de los genotipos empleados para los 
estudios de expresión, se realizó con aquellos que durante los 
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diferentes muestreos realizados durante 4 años mostraron 
diferencias significativas (P<0.05) para el parámetro de acidez y/o 
ºBrix. La Tabla III-4 muestra los genotipos seleccionados. 
 
Tabla III-4: Parámetros de maduración 
(Acidez, ºBrix, IM) de los 5 genotipos 
seleccionados. Los signos +, -, = indica 
mayor, menor o ausencia de diferencias 
significativas (P<0.05). 
 Acidez ºBrix IM 
Z46 + + - 
D11 - = = 
I09 + = - 
H03 - - = 
J59 - = + 
 
De la colección de posibles nuevos genotipos obtenida 
mediante irradiación de yemas de Clementina de Nules, se han 
seleccionado los mutantes citados en la Tabla III-4 por tener 
algunos de los parámetros de maduración interna alterada, 
manteniendo los demás caracteres analizados sin cambios 
aparentes en la mayoría de los casos. Este grupo de genotipos 
proporcionó una variabilidad fenotípica específica de los 
mecanismos que rigen la maduración interna de las Clementinas. 
 
III.3.3. Caracterización de los genotipos seleccionados. 
A pesar de que cada mutante seleccionado presentó rasgos 
que lo hacían único, el desarrollo vegetativo de los genotipos fue 
similar a Clementina de Nules, presentando un buen vigor y 


















Figura III-10: Fotografías de hojas de un año de edad de los 
genotipos Z46 (A y B), D11 (C y D) y Clementina de Nules. 
Las hojas de Clementina de Nules son las situadas a la 
derecha de cada fotografía. 
 
 
Las hojas eran de color verde oscuro sin observarse 
coloraciones indicadoras de sensibilidad a carencias nutricionales 
en ninguno de los genotipos, lanceoadas y con peciolo no alado, 
similares en tamaño y forma a su parental tal y como puede 
apreciarse en las Figura III-10. Pese a que todos los genotipos 
seleccionados presentaron alteración en alguno de los parámetros 
de maduración del fruto, la floración en todos los genotipos tanto en 
intensidad como en época fue similar a Clementina, produciéndose 
una floración principal en primavera a finales de marzo o principios 
de abril originando más del 90% de la producción y algún año una 





no se consideraron en los muestreos durante el periodo de 
maduración del fruto. 
En resumen, en los genotipos estudiados el desarrollo 
vegetativo, la morfología y coloración de las hojas, así como la 
intensidad y época de floración son semejantes a Clementina de 
Nules, observándose únicamente diferencias en los parámetros de 




















Este genotipo procede de la irradiación de yemas con 
neutrones rápidos a la dosis de 10 Gy de la variedad Clementina de 
Nules. Está situado en la parcela A de la estación del I.V.I.A. en 
Moncada. 
La producción de este genotipo fue un 20%, 46%, 40% y 
50% inferior respecto al control durante 4 campañas (2004, 2005, 
2006 y 2007). En ningún caso se observó vecería, es decir, todos los 
años presentó una producción similar. 
El peso medio del fruto a excepción del año 2004 con 16 
g/fruto menos que Clementina de Nules, no mostró diferencias 
significativas (P<0.05) respecto a su control en todos los muestreos 
realizados durante las 3 campañas consecutivas, noviembre del 

















Figura III-11: Diámetro (mm) medio por 
fruto del genotipo Z46 (  ) y su control (  ) en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
noviembre del 2006 y noviembre del 2007. 
Letras diferentes indican diferencias 




























La altura del fruto tampoco mostró diferencias 
estadísticamente significativas (P<0.05) respecto al control en los 
mismos muestreos. Sin embargo, el calibre del fruto (diámetro) 
resultó de media un 9.2% menor significativamente (P<0.05), es 











La relación entre los valores del diámetro y la altura del fruto 
indican una forma esférica. En el caso del genotipo Z46 se observa 
que sus frutos son más redondeados que los de Clementina de 
Nules (Figura III-12 y III-13). 
El contenido en sólidos solubles totales del fruto, 
cuantificado como ºBrix, fue superior significativamente (P<0.05) 
respecto al control en los muestreos realizados en 2004, 2005 y 
2006 a excepción del realizado en 2007 donde no se obtuvieron 
diferencias significativas. Estas diferencias pueden observarse en el 
Figura III-14, donde el genotipo Z46 tuvo un contenido en ºBrix 
superior al control en un 18.37%, 27.74% y 18.10%, para las fechas 




Figura III-12: Fruto entero 
del genotipo Z46 (izquierda) 
y Clementina de Nules 
(derecha). 
Figura III-13: Fruto cortado 
ecuatorialmente del genotipo 
Z46 (izquierda) y Clementina 





















La acidez del zumo del genotipo Z46, cuantificado en las 
mismas fechas de muestreo que los grados Brix, indicaron 
diferencias en las medias significativamente mayores (P<0.05) 
respecto al control: 26.69 g/l del genotipo frente a 18.88 g/l en el 
control en noviembre del 2004; 17,66 g/l de Z46 respecto a 9.98 g/l 
del control en noviembre del 2005; 11,98 g/l de Z46 respecto a 7.22 
g/l en el control en noviembre del 2006 y 22.12 g/l del genotipo 





Figura III-14: Sólidos solubles totales del zumo 
del genotipo Z46 ( ) y su control ( ) en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
noviembre del 2006 y noviembre del 2007. 
Letras diferentes indican diferencias 










































Los valores de sólidos solubles totales y de acidez mostraron 
diferencias significativas (P<0.05) de Z46 respecto al control y su 
relación, el índice de madurez interna tuvo valores inferiores 
significativamente (P<0.05) entre un 13.05% y un 58.82% 









Figura III-15: Acidez (g/l) del zumo del fruto 
del genotipo Z46 ( ) y su control (  ) en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
noviembre del 2006 y noviembre del 2007. 
Letras diferentes indican diferencias 









































Puesto que este genotipo presentó un retraso en la 
maduración interna, se evaluó también la madurez externa 
tomando como parámetro el índice de color del fruto para 











Figura III-17: Índice de color 
externo del fruto (ICC) del 
genotipo Z46 la clementina de 
Nules en noviembre del 2007. 
(µ ± E.S, P = 0.014), n=3 
Figura III-16: Índice de madurez interna del 
genotipo Z46 (  ) y su control (  ) en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
noviembre del 2006, noviembre del 2007. 
Letras diferentes indican diferencias 








































En el muestreo realizado en noviembre del 2007, donde la 
madurez interna del genotipo Z46 era un 58.82% inferior al control, 
el índice de color externo del fruto (ICC) de Z46 fue un 75% 
inferior al control (Figura III-17), indicando un retraso en la 
madurez fisiológica tanto en la interna como en la externa en el 
genotipo Z46. 
 
A partir de los datos anteriores se puede concluir que el 
genotipo Z46 presenta un menor diámetro del fruto, un mayor 
contenido en sólidos solubles totales, una mayor acidez y un retraso 
tanto en la maduración interna como en la externa respecto a su 
parental Clementina de Nules al menos en los muestreos realizados 
en la época de recolección de su parental. 
 
Puesto que Z46 mostró un retraso de la maduración, durante 
la campaña del 2007 se evaluaron los parámetros del genotipo Z46 
un mes posterior al periodo de recolección de Clementina de Nules 
en la población donde se encuentra ubicadas las parcelas de la 
colección, de noviembre a diciembre. Así, el 9 de Febrero se 
evaluaron los parámetros de madurez interna del fruto y el grado de 
firmeza, comparándolo con Clementina de Nules y una variedad 
comercial de tipo tardía que se encontraba en su periodo de 
recolección (mitad de enero a finales de febrero) en el momento del 
muestreo, la variedad Hernandina. 
El porcentaje de deformación que expresa la firmeza del 
fruto, en el genotipo Z46 fue la mitad respecto a Clementina de 
Nules y similar a la de Hernandina, siendo del 3.17%, 6.44% y 
3.79% respectivamente (Figura III-18), dato que es paralelo con la 
aparición de alteraciones en la piel como el bufado. En Clementina 
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La concentración de SST de Z46 no difirió de Clementina de 
Nules o Hernandina, mientras que la acidez del zumo fue 
significativamente mayor (P<0.05), siendo de 16.25 g/l para Z46 y 
de 6.40 g/l y 6.58 g/l para Clementina de Nules y Hernandina 
respectivamente. Estas diferencias de acidez, sin variación de los 
SST, configuran un menor índice de madurez interno de Z46 
respecto a Clementina de Nules o Hernandina (Figura III-19). 
Los resultados realizados un mes después al periodo de 
recolección de Clementina de Nules (noviembre-diciembre) 
señalaron que Z46 tiene una firmeza similar a Hernandina (Figura 
III-18) y un retraso en la maduración interna del fruto a causa de su 
Figura III-18: Deformación 
(mm que se deforma el fruto 
cuando se le aplica una 
fuerza de 1kg de presión) del 
fruto del genotipo Z46, de 
Clementina de Nules (NUL) y 
de Hernandina (HER) el 9-
Feb-2008. (µ ± E.S, P< 0.01, 
n=3) 
Figura III-19: SST (ºBrix), 
Acidez (gl) e IM del genotipo 
Z46 (  ), de Clementina de 
Nules (  ) y de Hernandina (  ) 





















































mayor contenido en ácidos (Figura III-19), dando lugar a frutos que 
pueden ser recolectados en el periodo de recolección de las 
variedades tardías: Clementina Fina, Nour y Hernandina, 
ampliando así el mercado varietal de Clementinas tardías. 
Como se observa en la Figura III-11, el calibre del fruto 
resultó menor respecto a Clementina de Nules, mientras que la 
altura no varió. En consecuencia, el peso debería de haber sido 
menor. Sin embargo no se observaron diferencias significativas 
(P<0.05) con el control (ver Anexo II, Z46). Estos datos indican que 
los frutos de Z46 son más redondeados como se pueden apreciar en 
las Figura III-20-A, III-20-C y están más compactos resultado que 
apoyaría la menor deformación del genotipo Z46 observado en 
febrero respecto a Clementina de Nules y similar a la variedad 

















A       B 
C       D 
Figuras III-20. Frutos del genotipo Z46 (A y C) y 
Clementina de Nules (B y D) en noviembre. 
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Con el objetivo de evaluar la estabilidad génica de Z46, se 
obtuvieron 3 réplicas biológicas del genotipo Z46 mediante injerto 
en plancha sobre pie adulto de Citrange carrizo: dos ubicados en la 
parcela 43 (Z46-R1 y Z46-R2) y la tercera en la parcela 03 (Z46-R3) 
de la estación del I.V.I.A. en Moncada. Los controles pertenecen a 
injertos de Clementina de Nules realizados sobre el mismo pie 
donde se encuentran las réplicas biológicas del genotipo Z46. La 
caracterización de los años anteriores indicó que es un genotipo 
cuyo contenido de acidez y ºBrix es mayor y menor su índice de 
madurez respecto a su parental Clementina de Nules. Para observar 
si estas características las mantenía más allá del periodo de 
recolección establecido para Clementina de Nules (noviembre-
diciembre) se realizó el muestreo el 23 de enero del 2009, 
aproximadamente un mes después a este periodo de recolección. En 
las tres réplicas el genotipo Z46 presentó un contenido mayor 
significativamente (P<0.05) en el zumo tanto de ºBrix como de 
acidez respecto a su parental control, Clementina de Nules y un 
menor índice de madurez interna comparándolo con su control 
con una probabilidad superior al 95%. Estas características se 
mantuvieron en las tres réplicas biológicas del genotipo situado en 
dos parcelas diferentes (Figura III-21) confirmando el fenotipo 
































































































































Figura III-21: SST (ºBrix), acidez (g/l) e índice de madurez 
interna (IM) del zumo de los frutos de 3 réplicas biológicas del 
genotipo Z46 y de clementina de Nules (NUL). Dos de ellas 
situadas sobre la parcela 43 (Z46-R1 y X46-R2) y el tercero en 
la parcela 03 (Z46-R3). (µ ± E.S, P<0.05 n≥3 parcela 43 y n≥5 
parcela 03). Muestreo realizado en enero del 2009. 
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En conclusión, los datos obtenidos de las parcelas donde 
están situadas las réplicas biológicas del nutante Z46 confirman los 
resultados obtenidos del genotipo en la parcela de origen, pudiendo 
concluir que el mutante Z46 es un nuevo genotipo de Clementina 
que puede ser recolectado desde noviembre hasta mitad de febrero 
con lo que solaparía su periodo de recolección con las variedades 
actuales: Clementina de Nules, Clementina Fina, Nour, Clementard 















A diferencia de las Clementinas con las que solapa, no es 
un genotipo propenso al bufado, característica que lo diferencia y a 
destacar por ser un parámetro apreciado por el consumidor. Por 
otro lado, las características organolépticas del fruto son similares a 
Clementina de Nules: con una buena proporción de SST y acidez, 
estando dentro de la zona aceptable del diagrama de lengua del 
sabor de los cítricos desde noviembre a febrero. El fruto es de fácil 
pelado siendo la pulpa fundente y no presentó vecería durante las 
Figura III-22: Cuadro de los periodos de recolección de 
Clementinas en la Comunidad Valenciana ( ) y del 
periodo estimado para el genotipo Z46 (   ). 
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diferentes campañas. Finalmente, podría ser considerada una 
variedad que abarcaría periodos de recolección de variedades 
precoces como Beatriz o Arrufatina y de variedades tardías como 




El genotipo D11 está situado en la parcela B de la estación 
del I.V.I.A. en Moncada. Procede de la irradiación de yemas de 





















La morfología del fruto, caracterizada por el peso, el 
diámetro y la altura media por fruto no mostró diferencias 
significativas (P<0.05) comparada con su control (ver Anexo II, D11), 
siendo el aspecto del fruto similar al control tal y como puede 
observarse en las Figuras III-23, III-24, III-25 y III-26. Las medidas 
de SST (ºBrix) del zumo del genotipo D11 no indicaron diferencias 
Figura III-23: Vista en planta 
de un fruto del genotipo D11 
(izquierda) y un fruto de 
Clementina de Nules 
(derecha) en octubre. 
Figura III-24: Vista frontal de 
un fruto del genotipo D11 
(izquierda) y un fruto de 
Clementina de Nules (derecha) 
en octubre. 
Figura III-25: Vista frontal de 
un fruto del genotipo D11 
(izquierda) y un fruto de 
Clementina de Nules 
(derecha) en enero. 
Figura III-26: Corte transversal 
de un fruto del genotipo D11 
(izquierda) y un fruto de 




estables en comparación con su control durante los diferentes 
muestreos realizados a lo largo de 4 años. La madurez interna de 
los frutos tampoco presentó diferencias significativas (P<0.05) 
comparándolo con su control a excepción de la medida realizada el 
primer año de muestreo (ver Anexo II, D11). 
Sin embargo, la acidez del zumo del genotipo D11 fue 
inferior con una probabilidad superior al 95% en los 4 años, siendo 
de: 8.23 g/l, frente a los 11.33 g/l del control en el 2004, 8.36 g/l 
respecto a 9.90 g/l del control en 2005, 8.44 g/l frente a 11.30 g/l 
del control en 2007 y 8.06 g/l respecto a los 14.34 g/l del control en 


















Durante el periodo de maduración de una campaña de 
Clementina de Nules (septiembre a noviembre) se evaluó la 
Figura III-27: Acidez (g/l) del zumo del 
genotipo D11 ( ) y su control ( ) en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
diciembre del 2007 y noviembre del 2008. 
Letras diferentes indican diferencias 
significativas; comparación por año (µ ± 
E.S, P<0.05, n≥3). 






















evolución de los parámetros de maduración interna en el genotipo 
D11 y su control, no observándose diferencias significativas en los 
SST (ºBrix) o el IM del fruto. 
Sin embargo, la acidez del zumo fue menor 
significativamente (P<0.05) siendo de 17.77 g/l, 11.55 g/l y 8.6 g/l 
en el genotipo D11 frente a los 27.42 g/l, 14.05 g/l y 9.99 g/l de su 
control en los muestreos de septiembre, octubre y noviembre 
respectivamente observándose que las diferencias de acidez iban 















El menor contenido en ácidos del zumo en el genotipo D11 
posibilita de esta manera la recolección de los frutos a principios de 
octubre, unas dos semanas antes del periodo de recolección de 
Clementina de Nules. Como las diferencias en la acidez van 
disminuyendo a lo largo del tiempo sin variar el IM, su periodo de 
recolección se  mantendría hasta finales de noviembre, sin 
presentar problemas de sobremaduración como el bufado. Esto 
SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE 
Figura III-28: Acidez (g/l) del zumo del genotipo 
D11 (      ) y su control (       ) en septiembre, 
octubre y noviembre. Diferencias estadísticas: 
comparación por fecha (µ ± E.S, P<0.001 (***), 
P<0.05 (*), n≥3). 
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puede observarse en un corte transversal de un fruto del D11 frente 
a un fruto de Clementina de Nules incluso un mes después del 
















En conclusión el genotipo D11 presenta un sabor más 
dulce que Clementina de Nules debido a su menor acidez del zumo. 
El mutante D11 se caracteriza por presentar una acidez del zumo 
inferior a su parental, sin observarse diferencias significativas 
(P<0.05) en los demás valores fenotípicos estudiados. Por tanto, es 
un genotipo interesante para ser empleado en otros estudios como 
los de transcriptoma ya que los datos de expresión que se obtengan 
deben estar relacionados en gran medida con las rutas implicadas 
en el metabolismo de los ácidos: su degradación, síntesis y/o 
acumulación. 
 
Figura III-29: Cuadro de los periodos de recolección de 
Clementinas en la Comunidad Valenciana ( ) y del 






El genotipo I09 está situado en la parcela B de la estación del 
I.V.I.A. en Moncada. Procede de la irradiación de yemas de 
Clementina de Nules con rayos gamma (Co60) a la dosis de 50 Gy.  
El tamaño del fruto del genotipo I09 fue similar a 
Clementina de Nules. El peso medio de los frutos no mostró 
diferencias respecto al control con una probabilidad superior al 95% 
en los muestreos realizados en noviembre del 2004, octubre del 
2005, octubre del 2006 y noviembre del 2007. Paralelamente, ni el 
diámetro ni la altura media del fruto del genotipo I09 mostraron 
diferencias significativas (P<0.05) en estos 4 años (ver Anexo II, I09). 
El tamaño y apariencia interna de los frutos pueden observarse en 













El genotipo I09 presentó un índice de madurez interno del 
fruto respecto al control entre un 14.87% y un 26.73% inferior 
significativamente (P<0.05) respecto al control. Tuvo un IM de 7.81 
frente a 10.66 del control en noviembre del 2004, 6.44 respecto a 
9.20 en octubre del 2005, 5.69 frente a 6.68 en octubre del 2006 y 
Figura 30: Corte transversal 
de un fruto del genotipo I09 
(izquierda) y un fruto de 
Clementina de Nules 
(derecha) en noviembre. 
Figura 31: Vista en planta de 
un fruto del genotipo I09 
(izquierda) y un fruto de 
Clementina de Nules 
(derecha) en octubre. 
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10.76 respecto a 13.52 en noviembre del 2007 (Figura III-32). Sin 
embargo, estas diferencias en el índice de madurez interno no 
fueron acompañadas con diferencias en el índice de color externo 
del fruto; como ejemplo en noviembre del 2007, donde el IM del 
genotipo I09 resultó un 20.47% inferior respecto al control, el ICC 
no mostró diferencias significativas (P<0.05) (ver Anexo II, I09) 

















El menor IM del genotipo I09 determina su periodo de 
recolección unas 2 semanas más tarde que el de Clementina de 
Nules, solapándose con Clementina de Nules, Clementina Fina y 
Nour, variedades propensas a fisiopatías del exocarpo como el 
















2004 2005 2006 2007
IM
Figura III-32. IM del genotipo I09 (  ) y su 
control (  ) en 2004, 2005, 2006 y 2007. 




De los parámetros que configuran el IM, el contenido en 
sólidos solubles totales del zumo no mostró diferencias 
significativas (P<0.05) entre el genotipo I09 y su control en los 
muestreos realizados (ver Anexo II, I09), mientras que el contenido 
en la acidez del zumo del genotipo I09 fue significativamente 
superior (P<0.05) en todos los muestreos realizados respecto al 
control, determinándose en noviembre del 2004 y octubre del 2005 
un contenido en acidez de 15.32 g/l y 19.72 g/l, frente a los 11.28 
g/l y 14.05 g/l del control. En octubre del 2006 y noviembre del 
2007, comparándolo con un genotipo control procedente del mismo 
pie de árbol, la concentración de acidez en el zumo del fruto del 
genotipo I09 fue de 19.01 g/l y 10.94 g/l, frente a los 15.87 g/l y 
8.60 g/l de su control con diferencias estadísticamente 





































Figura III-33: Acidez (g/l) del zumo del 
genotipo I09 ( ) y su control ( ) en 
Noviembre del 2004, Octubre del 2005, 
Octubre del 2006 y noviembre del 2007. 
Letras diferentes indican diferencias 




La acidez del zumo del genotipo I09 a lo largo del periodo 
de maduración comprendido entre principios de septiembre del 
2007 y principios de febrero del 2008, fue mayor significativamente 
(P<0.05) de septiembre a noviembre del 2007 respecto a Clementina 
de Nules. Estas diferencias fueron disminuyendo un 86.3%, 56.5% 
a 27.2% respectivamente durante los tres primeros muestreos hasta 
no presentar diferencias significativas (Figura III-34).En estadíos 
más avanzados, considerados como sobremaduración en la 
Clementina de Nules (enero-febrero), la acidez, SST e IM asi como la 
firmeza de los frutos de I09 no mostraron diferencias significativas 















Las variaciones en el IM y la acidez, sin variar los SST, 
determinan un fruto más ácido según la “lengua de Pritchett” 
(Souler y Grierson 1986), manteniéndose las demás características 
organolépticas similares a Clementina de Nules. 
 
 
SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO FEBRERO 
Figura III-34: Acidez del zumo del genotipo I09 (      ) y su 
control (       ), en 6 fechas de muestreo independientes: 12 y 
26 de septiembre, 12 de noviembre, 12 de diciembre, 23 de 
enero y 7 de febrero. Letras diferentes indican diferencias 
significativas comparación por fecha (µ ± E.S, P <0.01 (**), 


















Como conclusión de los resultados obtenidos se puede decir 
que el genotipo I09 se caracteriza por presentar una mayor acidez 
del zumo en el mismo periodo de recolección que su parental 
Clementina de Nules, si bien estas diferencias están más acusadas 
durante los primeros meses de maduración del fruto (septiembre a 
noviembre) indicando que este genotipo sintetiza y/o acumula más 
cantidad de ácidos orgánicos en el fruto. Los ácidos acumulados 
parece que son metabolizados a un ritmo superior a Clementina de 
Nules, puesto que estas diferencias van atenuándose a lo largo del 
periodo de maduración, hasta desaparecer. Por tanto, I09 puede 
considerarse una Clementina precoz, cuyo periodo de recolección 
solapa con las variedades precoces actuales, pero aportando 
características organolépticas del fruto diferentes con un sabor más 
ácido, ampliando así la gama varietal de Clementinas precoces 
existentes (Figura III-35). Finalmente, I09 es un genotipo que 
Figura III-35: Cuadro de los periodos de recolección de 
Clementinas en la Comunidad Valenciana ( ) y del  




presenta alteración en el parámetro de la acidez y el IM, 
manteniéndose todos los demás parámetros estudiados sin 
diferencias respecto a su parental, Clementina de Nules; por tanto 
es un genotipo interesante para su empleo en estudios más 
específicos como los análisis de transcriptoma mediante 
hibridaciones con micromatrices, ya que los cambios de expresión 
que se deriven de su estudio deben deberse principalmente a 







El genotipo H03 está situado en la parcela B de la estación 
del I.V.I.A. en Moncada y procede de la irradiación de yemas de 
Clementina de Nules con rayos gamma (Co60) a la dosis de 75 Gy. 
En época de sobremaduración de su parental Clementina de Nules 
(febrero), la firmeza del fruto del genotipo H03 tuvo una media de 
6.23% no siendo significativamente diferente (P=0.83, n=3) de los 
6.44% de Clementina de Nules. El tamaño del fruto fue similar a 
Clementina de Nules, no mostrando diferencias significativas 
(P<0.05) ni en peso ni en diámetro ni en altura del mismo (ver 
Anexo II, H03), siendo el aspecto del mismo similar al de 



















Figura III-36: Vista en 
planta de un fruto de H03 
(izquierda) y de un fruto de 
Clementina de Nules 
(derecha) en Octubre. 
Figura III-37: Vista frontal 
de un fruto del genotipo 
H03 (izquierda) y de un 
fruto de Clementina de 
Nules (derecha) en Octubre. 
Figura III-38: Vista en planta 
de un fruto cortado 
ecuatorailamente de H03 
(izquierda) y un fruto de 
Clementina de Nules 
(derecha) en Noviembre. 
Figura III-39: Vista en 
planta de un fruto del 
genotipo H03 (izquierda) y 
de un fruto de Clementina 




En cuanto a la maduración interna del fruto, el genotipo 
H03 no presentó diferencias significativas al 95% de probabilidad 
respecto al control en el IM, por tanto su periodo de recolección es el 
mismo que el determinado para Clementina de Nules. Sin embargo, 
el promedio de sólidos solubles totales del zumo analizados, 
fueron un 15.81%, 12.30%, 26.99% y 22.00% menores 
significativamente  al control en noviembre del 2004, noviembre del 



















La acidez del zumo del genotipo H03 fue menor 
significativamente (P<0.05) con 8.88 g/l frente a los 11.54 g/l del 
control en noviembre del 2004, 7.85 g/l de H03 respecto a 9.66 g/l 
del control en noviembre del 2005; 7.69 g/l del H03 frente a 10.15 
Figura III-40: SST (ºBrix) del zumo del 
genotipo H03 (  ) y su control (  ), en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
diciembre del 2006 y noviembre del 2008. 
Letras diferentes indican diferencias 
significativas comparación por año (µ ± 
E.S, P<0.05, n≥3). 
 






















g/l del control en diciembre del 2006 y 8.10 g/l respecto a 9.55 g/l 
en noviembre del 2008 (Figura III-41). La menor diferencia existente 



















El balance entre los SST y el IM de los frutos del genotipo 
H03 da como resultado un sabor más dulce que el de Clementina de 
Nules, sin llegar a resultar un sabor acuoso-dulce a causa de la 
contribución de la acidez del zumo de manera proporcionada a los 
SST, manteniéndose las demás características organolépticas del 




Figura III-41: Acidez (g/l) del zumo del 
genotipo H03 ( ) y su control ( ), en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
diciembre del 2006 y noviembre del 2008. 
Letras diferentes indican diferencias 







































En resumen, el mutante H03 tiene una menor 
concentración de SST y de acidez en el zumo aunque estas 
concentraciones parecen estar proporcionadas puesto que no se 
observan diferencias significativas (P<0.05) en el índice de madurez 
interno respecto a su parental. Así pues, este genotipo resulta 
interesante para ser estudiado en profundidad en los estudios de 
transcriptoma. Las diferencias observadas en los parámetros SST y 
acidez del zumo deben estar causadas, al menos en parte, por 
diferencias de expresión génica de las rutas involucradas en la 
regulación de la maduración interna, ya que esos cambios han 
generado un genotipo con menor contenido en azúcares y ácidos, 
pero compensados. Finalmente, H03 puede considerarse una 
variedad precoz que solapa su periodo de recolección con su 
parental Clementina de Nules y con Clementina Fina y Nour . Se 
diferencia de éstas por tener un sabor más dulce que Clementina de 
Nules contribuyendo a la ampliación de la gama varietal existente 
de variedades de Clementinas (Figura III-42). 
Figura III-42: Cuadro de los periodos de recolección de 
Clementinas en la Comunidad Valenciana ( ) y del  





El genotipo J59 está situado en parcela C. Procede de la 
irradiación de yemas de la variedad Clementina de Nules con rayos 
gamma (Co60) a la dosis de 50 Gy. 
El tamaño de los frutos fue similar (Figuras III-43 y III-44) a 
Clementina de Nules, ya que los valores de peso, diámetro y altura 
del fruto no mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre el 
genotipo J59 y el control en los muestreos realizados durante 4 











Los valores los sólidos solubles totales no mostraron 
diferencias significativas (P<0.05) en los muestreos realizados 
durante 4 campañas (ver Anexo II, J59). Sin embargo, el genotipo 
J59 mostró un valor de acidez del zumo un 26.13% inferior de 
media respecto al control, presentando valores inferiores 
significativamente (P<0.05) con 4.84 g/l, 7.04 g/l, 6.70 g/l y 5.02 
g/l del genotipos J59 frente a los 7.17 g/l, 8.98 g/l, 7.83 g/l y 7.84 
g/l del control en diciembre del 2004, noviembre del 2005, 
noviembre del 2006 y noviembre del 2007 respectivamente (Figura 
III-45). Al no presentar variaciones en los SST, J59 es una 
Figura III-43: Vista en 
planta de un fruto del 
genotipo J59 (izquierda) y 
un fruto de clementina de 
Nules (derecha) en 
noviembre. 
Figura III-44: Vista frontal 
de un fruto del genotipo 
J59 (izquierda) y un fruto 
de clementina de Nules 
(derecha) en octubre. 
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Clementina con un sabor menos ácido que Clementina de Nules, 

















La acidez del zumo de los frutos del genotipo J59 a lo largo 
del periodo de maduración comprendido entre los meses de 
septiembre a diciembre fue un 18,45%, 20,95%, 14.55% y un 
28,56% inferior significativamente (P<0,05) respecto a su control 
(Figura III-46), teniendo J59 en septiembre valores de acidez 
similares a su control de octubre. A diferencia de las observaciones 
realizadas en el genotipo I09 caracterizado por un mayor contenido 
en ácidos en el fruto y donde el descenso de septiembre a octubre 
era acusado, el descenso en el contenido de ácidos en el zumo de 
J59 fue prácticamente paralelo a Clementina de Nules, lo cual 
sugiere que, en principio, los procesos de síntesis o acumulación de 























Figura III-45: Acidez (g/l) del zumo del 
genotipo J59 ( ) y su control ( ), en 
noviembre del 2004, noviembre del 2005, 
octubre del 2006 y noviembre del 2007. 
Letras diferentes indican diferencias 




mayor medida que los procesos de degradación de los mismos 















El índice de 
madurez interna del 




realizados en un 
43.62%, 26.76%, 
19.41% y 68.79% 
respecto a su control 
en los meses de 
noviembre de los años: 
2004, 2005, 2006 y 
2007 (Figura III-48). 
 
SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE 
Figura III-46: Acidez del zumo del genotipo J59 (      ) y su 
control (     ), en 4 fechas de muestreo independientes. 
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Figura III-48: Índice de madurez interno 
del fruto del genotipo J59 (  ) y su 
control ( ), en noviembre del 2004, 
noviembre del 2005, Noviembre del 2006 
y noviembre del 2008. Letras diferentes 
indican diferencias significativas 




El contenido en ácidos en los frutos de J59 resultó más 
semejante a los valores de acidez de variedades de Clementina 
extratempranas como Clemenpons o Loretina donde en septiembre 
presentan valores de 17,40 g/l y 15, g/l respectivamente, similares 
a los 15,65 g/l de J59 (www.ivia.es/sdt). Por tanto, el mutante J59 
podría ser así recolectado aproximadamente un mes anterior al 
periodo de recolección de su parental Clementina de Nules y 
entrando así dentro del periodo de recolección de las variedades 
















En conclusión el genotipo J59 puede considerarse una 
variedad de Clementina cuyo periodo de recolección solapa 
parcialmente con el de las variedades muy precoces actuales: 
Marisol, Oronules, Loretina, Beatriz, Clemenpons y Arrufatina y con 
parte del periodo de recolección de las variedades precoces: Esbal, 
Oroval, Clementina de Nules y Clementina Fina pudiendo ser 
Figura III-47: Cuadro de los periodos de recolección de 
Clementinas en la Comunidad Valenciana ( ) y del 




recolectada a principios de octubre y sin presentar problemas de 
bufado. La característica más destacable de J59 es una acidez del 
zumo inferior a su parental. En consecuencia el sabor del fruto es 
más dulce que el de Clementina de Nules, manteniendo las demás 
características organolépticas sin diferencias. Por ello, resulta 
interesante como una nueva Clementina que ampliaría la gama 
varietal existente de Clementinas precoces. No se observaron 
diferencias significativas (P<0.05) en los demás valores fenotípicos 
estudiados, por tanto es un genotipo altamente interesante para ser 
empleado en estudios de transcriptoma puesto que los datos que se 
obtengan de expresión deben estar relacionados en gran medida con 
las rutas implicadas en el metabolismo de los ácidos: su 




Este trabajo ha permitido la identificación de mutantes de 
Clementina con alteraciones en parámetros relevantes en la 
maduración de los frutos (Z46, D11, I09, H03 y J59). Estos 
genotipos pueden ser empleados con una doble finalidad. Por un 
lado son un material vegetal muy interesante a utilizar en estudios 
de expresión génica por aportar una amplia variación fenotípica en 
la acidez y en los SST. Permiten estudiar genes que estén 
relacionados con los parámetros de SST, acidez y maduración 
interna ya que en general, presentan alteraciones solo en alguno de 
estos parámetros, pudiéndose obtener una relación relativamente 
directa entre la expresión génica y el fenotipo. Por otro lado son 
Clementinas que ampliarían el cuadro varietal de Clementinas 
existente tanto en características organolépticas como en el periodo 
de recolección (Figura III-49). No obstante los genotipos estudiados 
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deberían ser cultivados en otras localidades con diferente altitud y 






















Figura III-49: Cuadro de los periodos de recolección de 
Clementinas en la Comunidad Valenciana ( ) y los 
periodos estimados para los nuevos genotipos de 








 Se han caracterizado cinco genotipos de Clementina con los 
códigos: Z46, D11, I09, H03 y J59 con alteraciones en la 
maduración de sus frutos. 
 
 Los frutos del genotipo Z46 presentan, respecto a 
Clementina de Nules, una morfología más redondeada, ya 
que tienen un diámetro menor, aunque su altura no difiere 
respecto a Clementina de Nules. En época de 
sobremaduración, el mutante Z46 es más firme que 
Clementina de Nules. Los tres parámetros de la maduración 
del fruto difieren de Clementina de Nules, presentando un 
contenido en sólidos solubles totales mayor, un índice de 
madurez interna y externa menor y la acidez del zumo 
mayor. Los parámetros de maduración son los que mayores 
diferencias muestran respecto a Clementina de Nules. 
 
 Los frutos del genotipo D11 tienen un menor contenido en 
ácidos respecto a los de Clementina de Nules, manteniendo 
los demás parámetros de maduración sin diferencias 
significativas. 
 
 Los frutos del genotipo I09 son semejantes en peso, 
diámetro, altura, grados Brix del zumo e índice de color 
externo del fruto a los de Clementina de Nules. Su 
contenido en ácidos es mayor y su índice de madurez 
interna menor hasta noviembre. A lo largo del periodo de 




 Los frutos del genotipo H03 presentan, respecto a 
Clementina de Nules una acidez y una concentración de 
sólidos solubles totales menor, siendo su índice de maurez 
interno similar. 
 
 Los frutos del genotipo J59 se caracterizan por tener un 
menor contenido de acidez y una mayor maduración 
interna respecto a los de Clementina de Nules, aunque los 

































IV. Análisis de los cambios en el 
transcriptoma de cinco nuevos genotipos 
de Clementina durante la maduración 

















































IV. Análisis de los cambios en el transcriptoma de cinco 
nuevos genotipos de Clementina durante la 
maduración interna del fruto. 
IV.1. Introducción 
El estudio de los procesos biológicos con interés agronómico 
derivados de la utilización de la mutagénesis requiere herramientas 
eficaces y capaces de abarcar el mayor número posible de procesos 
fisiológicos y metabólicos. El Instituto Valenciano de Investigaciones 
Agrarias (IVIA) en colaboración con el Instituto de Biología 
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) y financiado por la 
Conselleria de Agricultura, Pesca y Alimentación desarrollaron en el 
marco del Consorcio de Genómica Funcional de Cítricos (CFGP) un 
proyecto para desarrollar herramientas genómicas para la mejora 
tanto de patrones como de variedades de cítricos, poniendo especial 
énfasis en los aspectos relacionados con los procesos productivos y 
de calidad de los frutos. 
Para el desarrollo de estas herramientas en los últimos 
años se generaron colecciónes de ESTs (Expressed Sequence Tags) a 
partir de clones procedentes de un total de 52 genotecas de cDNA. 
En aquellos organismos donde no se ha secuenciado el genoma 
completo, el análisis de ESTs puede ser una vía para obtener 
información sobre los genes, proteinas y rutas metabólicas de dicho 
organismo. Para que la colección de ESTs fuera lo más 
representativa posible, las genotecas fueron construidas a partir de 
un rango de tejidos lo más variado posible, utilizándose diferentes 
tejidos procedentes de varias especies de cítricos en diferentes 
estados de desarrollo y bajo diversas condiciones de estrés (Forment 
y cols 2005; Terol y cols 2007). El número total de clones obtenidos 
a partir de las 52 genotecas del CFGP fue de 91138 que generaron 
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85.965 ESTs que tras su ensamblaje se produjeron 15700 
singletons y 11844 contigs, dando un total de 27.551 posibles 
unigenes (Talón y Gmitter 2008). Los clones de la colección se 
emplearon para la contrucción de micromatrices de cDNA, 
herramienta que permite el estudio de la expresión de miles de 
genes a la vez en un solo experimento. El número de clones 
presentes en la micromatriz de cDNA de cítricos fue ampliándose, 
construyéndose una primera micromatiz de 6875 posibles unigenes 
(micromatriz de 7K) y posteriormente una micromatriz de 21081 
unigenes (micromatriz de 20K). Recientemente, estas micromatrices 
de cítricos han sido empleadas para definir los perfiles de expresión 
de los cítricos en diferentes procesos como la abscisión (Agustí y 
cols 2008; Agustí y cols 2009), la respuesta a estrés (Brumós y cols 
2009) o el desarrollo y maduración del fruto (Cercós y cols 2006). 
Asimismo, su uso ha permitido la identificación de genes implicados 
en diferentes procesos fisiológicos como es el cambio de color del 
fruto (Ríos y cols 2010) y la caracterización de mutantes de cítricos 
(Alós y cols 2008).  
En este capítulo se ha realizado un estudio 
transcriptómico de los genes que están relacionados con los 
parámetros de maduración interna; sólidos solubles totales, acidez y 
de las rutas alteradas. Este estudio se ha realizado en los cinco 
genotipos seleccionados en el capitulo anterior por presentar 
diferencias en alguno de estos parámetros. Además, se evaluó la 
concentración de los tres azúcares mayoritarios de los frutos 
cítricos: fructosa, glucosa y sacarosa (Agusti 2003; Tewari y cols 
2008; Soler 2009) así como la concentración de los ácidos 
mayoritarios: ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico y ácido 





IV.2.1. Material vegetal. 
En las hibridaciones de micromatrices de cDNA con mARN 
se empleó la pulpa de los genotipos seleccionados en el capitulo III. 
Para cada genotipo se empleó al menos dos fechas de muestreo. 
Para cada fecha de muestreo se cogieron al menos tres frutos en 
diferentes momentos a lo largo del estadio II y III de la maduración 
del fruto. Los frutos fueron tomados al azar a partir de todas las 
orientaciones del árbol (norte, sur, este y oeste). De cada fruto 
recolectado, se aisló la pulpa de la corteza. La pulpa procedente de 
la mitad inferior del fruto, se trituró con nitrógeno líquido y se 
conservó a -80ºC. De la parte superior de la pulpa del fruto se 
extrajo mediante procedimientos mecánicos el zumo y se conservó a 
-20ºC hasta su uso. Las fechas de muestreo para cada genotipo 
considerando como 0 dias después de antesis (DDA) el 1 de abril, 
fueron: 
 J59: octubre (200 DDA) y noviembre (225 DDA). 
 Z46: octubre (200 DDA) y noviembre (225 DDA), 2 
muestreos de noviembre correspondientes a dos años 
consecutivos. 
 H03: septiembre (170 DDA) y noviembre (225 DDA). 
 D11: septiembre (170 DDA) y noviembre (225DDA). 
 I09: septiembre (170 DDA) y octubre (200 DDA). 
El conjunto de las muestras obtenidas proporcionó un 
material vegetal con una alta variabilidad fenotípica para los 
parámetros de maduración interna, acidez, sólidos solubles totales e 
IM. Esto permitió estudiar la expresión de los genes relacionados 
con los procesos biológicos de la maduración. Por otro lado, se 
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estudió la expresión génica de cada genotipo durante la maduración 
de sus frutos. 
 
IV.2.2. Extracción de ARN. 
La extracción de ARN de pulpa de los frutos fue realizada 
por el método descrito por Sambrook y cols (1989) con algunas 
modificaciones. A 2 g de pulpa triturada con nitrógeno líquido y 
conservada a –80ºC, se añadió 2 ml de tampón de extracción TCES 
(0.2 M Tris pH=8.0, 0.2 M NaCl, 50 mM EDTA, 2%SDS), 2 ml de 
fenol y 0.04 ml de -mercaptoetanol, mezclándolos mediante vortex. 
La mezcla se incubó a 50ºC durante 5 min. Se centrífugó a 4000 
rpm durante 30 min a 4ºC y al sobrenadante se le añadió 1 
volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Se volvió a agitar 
con vortex y se centrífugó a 4000 rpm durante 30 min a 4ºC. Al 
sobrenadante se le añadió 0.5 volumenes de LiCl 6M y el ARN se 
dejó precipitar a –20ºC durante 24 horas. Tras la precipitación se 
centrifugó a 12000 rpm durante 30 min a 4ºC. A continuación se 
eliminó el sobrenadante. El ARN obtenido se lavó con etanol 70% y 
se resuspendió en agua. Se purificó empleando el “RNeasy Plant 
Mini Kit” (Qiagen, Cat no: 74904) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. El DNA contaminante se eliminó por tratamiento con 
DNasa I (“Rnase-free DNAse set”, Cat No 79254, Qiagen) en la 
columna de purificación. 
La calidad del ARN se evaluó mediante espectrofotometría de 
UV (Nanodrop ND-100) y electroforesis en gel de agarosa (Sambrook 






IV.2.3. Cuantificación de RNAs mensajeros mediante análisis 
qRT-PCR. 
La concentración de ARN de las muestras estudiadas se 
determinó mediante ensayos fluorométricos mediante el Kit 
“RiboGreen RNA Quantitation kit” (Molecular Probes, Ref. R11490) 
siguiendo el protocolo del fabricante y utilizando el fluorímetro 
Fluostar Galaxy de BMG Labtechnologies (Offernburg, Alemania). 
Se diseñaron oligos específicos de 10 secuencias de la micromatriz 
de 20K empleando el software Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000) 
(frodo.wi.mit.edu/). El tamaño de fragmentos amplificados fue 
entre 50 y 150 pb (Tabla IV-1).  
 
Tabla IV-1: Oligonucleótidos utilizados como cebadores para 




oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 
Tamaño del 
amplicón 
341007 F 5’-AGCTCACGTTCCCTGTCAGT-3’ 52 
R 5’-GCAGAAGACGCTAAGGGTTG-3’ 
110517 F 5’-AACCTGTCTCACGACGGTCT-3’ 101 
R 5’-TCGGCTCTTCCTATCATTGC-3’ 
120208 F 5’-TCGAGACGCCCATTAAAGAC-3’ 65 
R 5’-CACAACTCCTTCGAGCTTCC-3’ 
251501 F 5’-TCCAGCATCAGAGACTGCAT-3’ 127 
R 5’-GTAAAGGCTTGTCGCCTGAG-3’ 
232103 F 5’-CTCTCTGATCATCGGCCTGT-3’ 95 
R 5’-GCAGAGCTGACATTGAGTGC-3’ 
102012 F 5’-GGACAATGAGGGCAAGACTC-3’ 101 
R 5’-CTCTTCCGCTGCTCTTCACT-3’ 
111805 F 5’-TCCAAATCTTCGCCGTTTAC-3’ 135 
R 5’-GCTTCACTATCGGCTTCGAC-3’ 
151101 F 5’-CAAGATTGGCAAGGACAACA-3’ 109 
R 5’-TTCCCAAACCACACTCACG-3’ 
150215 F 5’-AAGCCCGAAGGGTAATTGAT-3’ 200 
R 5’-CGCAGTAGGACCCTCGTTTA-3’ 
081721 F 5’-TTGCAGCTCCCTCTTATCGT-3’ 168 
R 5’-CTTGCGTCTGGATAGCGAAT-3’ 
 
El análisis de expresión de los genes se realizó mediante RT-
PCR cuantitativa a tiempo real en un solo paso, sobre diferentes 
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tejidos de Clementina (pulpa y flavedo de fruto maduro, floema de 
ramas de 3 años y hoja adulta de 1 año). El análisis de PCR 
cuantitativa a tiempo real se realizó con un instrumento 
LightCycler 2.0 de Roche (Penzberg, Alemania) equipado con el 
software LightCycler versión 4.0. La mezcla de la reacción se 
realizó siguiendo las recomendaciones del kit “FastStart DNA 
MasterPLUS SYBR Green I” de Roche (Ref. 03515885001) 
mezclando 62.5 ng de ARN total, 1 unidad de RNase Inhibitor 
(Applied Biosystems MP3247), 2.5 unidades de MultiScribe Reverse 
Transcriptase (Applied Biosystems LP0571), 2 l de LC Fast-Start 
DNA Master PLUS SYBR Green I (Roche, Ref. 03515885001) y 0.5 
l de cada solución de oligonucleótidos específicos de cada gen a 5 
M en un volumen total de 10 l. La retrotranscripción se realizó 
mediante una incubación de 48ºC durante 30 minutos. A 
continuación se desnaturalizó el ADN a 95ºC durante 10 minutos. 
Se amplificó posteriormente mediante 45 ciclos de polimerización 
en cadena (PCR): 95ºC durante 20 segundos, a una temperatura 
específica para cada gen (generalmente a 60ºC) durante10 
segundos y a 72ºC durante 15 segundos. Los valores de 
intensidad de la fluorescencia fueron adquiridos durante los pasos 
de extensión a 72ºC. Mediante curvas de desnaturalización tras la 
amplificación se evaluó la especificidad de la reacción. Se 
prepararon curvas de calibrado utilizando diluciones decimales 
seriadas de una de las muestras de ARN para convertir en niveles 
relativos de mARN las medidas de intensidad de fluorescencia. La 
normalización de los niveles de mARN se realizó frente a la 
concentración de ARN total medida mediante fluorimetría con 
RiboGreen (Molecular Probes) obteniéndose datos altamente 
reproducibles tal y como se ha realizado en estudios previos 
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(Bustin 2002; Hashimoto y cols 2004). La especificidad de la 
reacción de amplificación fue testada por secuenciación del 
producto de reacción. 
 
IV.2.4. Hibridación de micromatrices de cDNA con mRNA. 
Se emplearon las micromatrices específicas de cítricos 
generadas por el Consorcio de Genómica Funcional de Cítricos 
(CFGP) de 7K (primera generación) y 20K (segunda generación). 
De cada genotipo se realizaron al menos dos hibridaciones 
con réplicas biológicas independientes por fecha, empleándose 
como muestra control frutos de Clementina de Nules en la misma 
fecha de muestreo que los genotipos. 
 
IV.2.4.1. Marcaje con fluoróforos. 
A partir de 2 g de ARN extraído tal y como se indica en el 
punto IV.2.3. se amplificó el mARN mediante el kit “AminoAllyl 
MessageAmp II aRNA kit” (Ambion, Cat#AM1753) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una vez, obtenido el aRNA, se llevaron 
5 g a sequedad y se resuspendieron en 4 l de tampón 0.1 M 
Na2CO3 pH= 8.5. A esta suspensión se le añadieron 4 l de solución 
del fluoróforo NHS-Cy3 o NHS-Cy5. Los fluoróforos Cyanine 3 (Cat 
No. PA23001, Amersham) o Cyanine 5 (Cat No. PA25001, 
Amersham) se resuspendieron previamente en 73 l de dimetil 
sulfoxido (No. D818, Sigma). La solución de aRNA-tampón-
fluoróforo se incubó 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Trascurrida la hora se purificó por columnas específicas de aRNA-
marcado del kit “AminoAllyl MessageAmp II aRNA kit” (Ambion, 
Cat#AM1753). La cuantificación y el cálculo de la fracción de 
incorporación de cado fluoróforo se realizó midiendo la absorbancia 
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a 230, 260, 550 y 650 nm. En las hibridaciones se emplearon 
aquellas muestras cuya fracción de incorporación fue al menos de 
50 moléculas de fluoróforo por kb. 
 
IV.2.4.2. Hibridación de micromatrices de cDNA. 
Las micromatrices empleadas requirieron una 
prehibridación en la cual se sumergieron durante 1 hora a 42ºC en 
el tampón de prehibridación (SSC 5X, SDS 0.1%, BSA 1%). Se 
realizaron 3 lavados con agua-DEPC de 5 min a temperatura 
ambiente y se secaron mediante centrifugación durante 3 min a 300 
rpm. Paralelamente, se mezclaron 100 pmol de cada pareja de 
muestras marcadas con fluoroforos diferentes para cada 
micromatriz y se concentraron hasta que el volumen fue de 9 l. Se 
añadió 1 l de Fragmentation Reagent (Cat#8740, Ambion) y la 
mezcla se incubó a 70ºC durante 15 min, tras lo cual se añadió 1 l 
de Stop Solution (Cat#9264G, Ambion). Se calentaron las muestras a 
80ºC, durante 2 min y se les añadieron 60 l de tampón de 
hibridación (Formamida 50%, SSC 5X, SDS 0.1% y DNA de esperma 
de salmón 1 g/ml). La mezcla resultante se depositó sobre la 
superficie de la micromatriz y se incubó durante 18h a 42ºC 
protegida de la luz. A continuación se realizaron dos lavados de SSC 
2X + SDS 0.1% a 42ºC durante 5 min cada uno. En el primero se 
eliminó el cubre colocándolo hacia abajo y dejando que se deslizase 
sobre la micromatriz; 2 lavados durante 5 min cada uno de SSC 
0.1X + SDS 0.1%; 5 lavados de 1 min cada uno de SSC 0.1X y un 
último lavado de 10 segundos de SSC 0.01X. La micromatriz se secó 
mediante centrifugación a 300 rpm durante 3 min a temperatura 




IV.2.4.3. Análisis y adquisición de datos. 
Las micromatrices hibridadas se escanearon con un 
ScanArray Gx Microarray Scanner (PerkinElmer), obteniéndose un 
escaneado simultáneo de las dos longitudes de onda, 635 y 647 nm 
correspondientes a los dos fluoróforos empleados en la hibridación. 
Los valores de ganancia de los fotomultiplicadores se ajustaron de 
manera que la relación entre las intensidades totales de los dos 
canales se aproximó a 1. El escaneado se realizó con una resolución 
de 5 m. Empleando el software GenePix Pro 6.1 (Axon Instruments) 
se tomaron como datos las medianas de las intensidades de los 
píxeles de los spots y del fondo para cada uno de los canales. Se 
calculó el ratio de expresión como la división de la señal del canal 
rojo entre el canal verde, obteniéndose esos valores de señal como el 
valor de intensidad de la sonda a la cual se le sustrae el valor de 
intensidad del fondo, definiéndose así el valor de M como el 
logaritmo en base dos del ratio de expresión (M=log2 R/G). Del total 
de spots, se eliminaron los spots no detectados por el lector, los que 
tenían defectos en la hibridación, los spots saturados y aquellos en 
los que el cociente entre la señal y el fondo fue menor de dos. 
Los datos crudos se importaron al programa estadístico R 
(versión 2.13.0, http://cran.es.r-project.org/) donde se llevaron a 
cabo los análisis estadísticos. La identificación de las sondas que 
presentaron diferencias de expresión estadísticamente significativas 
entre las distintas muestras se realizó utilizando el programa 
Limma (Smith, 2005) utilizando principalmente la función Print-tip 
Lowess (Yang y cols 2002). Los P-valores asociados a los análisis 
estadísticos de expresión diferencial fueron corregidos por múltiples 
comparaciones utilizando el procedimiento de Benjamini y Hochberg 
para el reconocimiento de valores falsos (Reiner y cols 2003). Se 
consideraron diferencias significativas aquellas que tuvieron 
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asociado un P-valor inferior a 0,05 y cambios de expresión 
superiores al 25% (M≥│0,33│). 
 
IV.2.5. Micromatrices de 7 y 20 Ks. 
Se emplearon los dos micromatrices de cDNA de cítricos: la 
primera micromatriz de 7000 unigenes (7K) y la última versión de 
21081 unigenes (20K) (Martínez-Godoy MA y cols 2008) 
desarrollados por el Consorcio de Genómica de Cítricos (CFGP, 
http://bioinfo.ibmcp.upv.es/). En general, las secuencias de ESTs 
empleadas en cada uno de las micromatrices para un mismo gen no 
son las mismas, siendo más abundantes en el de 7K los oligos más 
cortos y cercanos al extremo terminal del gen y en el de 20K las de 
una longitud mayor, más homogéneas y suelen pertenecer a zonas 
tanto terminales como centrales del gen. Empleando estas dos 
herramientas se obtuvo un listado de genes relacionados con 
alteraciones de parámetros fisiológicos de acidez, sólidos solubles 
totales (ºBrix) e IM. 
Para ello, se calculó el coeficiente de correlación de Pearson 
entre el valor de expresión de cada gen (M) y el parámetro fisiológico 
correspondiente. El valor de expresión génica M se representó como 
el logaritmo en base 2 del ratio de intensidad entre el canal rojo 
(marcado para el mutante) y el canal verde (marcado para el 
control): 
M= log2 (rojo/verde). 
El valor del parámetro fisiológico F fue calculado mediante la 
ecuación: 
F= ((Xmutante/Xcontrol)*100)-100 
Donde X es el valor de cada parámetro en las unidades 
correspondientes: acidez (g/l), sólidos solubles totales (ºBrix) e 
índice de madurez interna (IM). 
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Se calculó el estadístico “t” asociado a la correlación “r” entre M 
y F (t=r(raiz((N-2)/(1-r*r))). El cálculo para determinar que el 
coeficiente de correlación de Pearson (r) era estadísticamente 
significativo fue la aplicación de un test basado en la distribución de 
la t de Student (Milton 2007). 
El empleo de este método permitió la obtención de un listado de 
genes relacionados con los parámetros fisiológicos de acidez y ºBrix, 
con gran relevancia al estar confirmados en dos tipos de 
micromatrices. 
 
IV.2.6. Cuantificación de azúcares. 
Se cuantificó la concentración de fructosa, glucosa, 
sacarosa e inositol en el zumo. El zumo fue extraído mediante 
métodos mecánicos y conservado a -20ºC hasta el momento de su 
utilización. Se centrifugó a 12000 rpm durante 10 min a 4ºC y se 
filtró con filtros de Whatman de 0.2 m. La separación y 
cuantificación de los azúcares mayoritarios en el zumo de los frutos 
cítricos: glucosa, fructosa y sacarosa (Agusti 2003; Tewari y cols 
2008; Soler 2009) se realizó mediante un equipo HPLC (Waters) 
equipado con una columna para carbohidratos (4.6x256 mm, 
Waters Part. No. WAT044355) y un refractómetro diferencial 2410 
(Waters). Para ello, de una mezcla de: zumo-agua-acetonitrilo (1:1:3) 
se inyectó 30 l a flujo de 1.7 l/min. Se realizaron 2 réplicas 
técnicas de cada una de las 3 réplicas biológicas. 
La cuantificación de otros azúcares minoritarios, como el 
inositol, se realizó empleando un cromatógrafo de gases acoplado a 
un espectrómetro de masas (Varian Saturn, 3 GC-MS). Para ello se 
evaporaron 10 l de zumo previamente filtrado con un filtro de 
Watman de 0.22 m. A continuación se le adicionó MH en exceso 
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(0.2 g de O-Methylhydroxylamine hydrocloride, Fluka no.6754, en 1 
ml de piridina, Fluka no.82702) y se incubó la mezcla durante 45 
min a 37ºC en baño con agitación. La mezcla se evaporó a sequedad 
y se trimetilsililó añadiendo TMS (Supelco no 3.-3084 BSTFA kit). A 
la hora se inyectaron 2 l de solución  a través de una válvula 
estanca. La presión de entrada de helio fue de 85 Kpa y las 
temperaturas del inyector, la zona media y el espectrómetro de 
masas fueron de 250, 250 y 200ºC, respectivamente. La 
cuantificación de los diferentes compuestos analizados se realizó 
mediante calibrado de los mismos con estándares internos. 
 
IV.2.7. Cuantificación de ácidos orgánicos. 
Se cuantificó la concentración de ácido cítrico, acido málico 
y ácido isocítrico en el zumo mediante HPLC. El zumo extraido y 
conservado a -20ºC, fue centrifugado a 12000 rpm durante 10 min 
a 4ºC y filtrado con filtros Whatman de 0.2 m. La separación y 
cuantificación de ácido cítrico, málico e isocítrico se realizó 
mediante cromatografía líquida empleando un cromatógrafo 
DIONEX ICS-2000 Ion Chromatography System. Se realizaron 2 
réplicas técnicas por cada una de las 3 réplicas biológicas. 
La separación y cuantificación de ácidos minoritarios: ácido 
fumárico y succínico, se realizó empleando un espectrómetro de 
gases acoplado a un espectrómetro de masas (Varian Saturn 3) tal y 
como se ha explicado en el apartado IV.2.5. 
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IV.3. Resultados y discusión. 
IV.3.1. Validación mediante análisis qRT-PCR de los 
datos obtenidos en la hibridación. 
Con el objetivo de confirmar y validar los resultados 
obtenidos tras los análisis de las micromatrices se determinó la 
abundancia del transcrito de 11 sondas (Anexo III). Mediante qRT-
PCR se utilizó el ARN de las mismas muestras de pulpa y de control 
empleadas en las hibridaciones. Estos resultados se normalizaron y 
correlacionaron con los resultados de expresión de las 
micromatrices. Se obtuvo una regresión lineal con una R2 de 0,91 


















Figura IV-1: Correlación entre la expresión de 
muestras de los genotipos seleccionados y su control 






















IV.3.2. Análisis de la expresión génica 
IV.3.2.1. Micromatriz de 7 y 20 Ks. 
Se determinó la expresión génica en cinco genotipos (Z46, 
D11, I09, H03 y J59) en dos fechas (de septiembre a noviembre) con 
tres réplicas y se obtuvo una matriz de correlación con la acidez y 
otra con los sólidos solubles totales. Los sólidos solubles totales 
aumentan a lo largo de la maduración del fruto de los cítricos 
mientras que la acidez disminuye. Una correlación positiva entre la 
expresión de un gen y el ºBrix significó una inducción de dicho gen 
durante la maduración y viceversa. Por el contrario, una correlación 
positiva entre la expresión de un gen y la acidez significó una 
represión de ese gen durante la maduración del fruto de los cítricos 
y viceversa.  
De 12315 secuencias que conforman la micromatriz de 
primera generación (7k), correlacionaron significativamente (P<0.10) 
un 12.59% con la acidez y un 7.62% con el ºBrix. El porcentaje de 
secuencias de la micromatriz de segunda generación (20K) que 
correlacionaron significativamente (P<0.10) fue del 3.5% para la 
acidez y un 1.2% con el ºBrix. Se seleccionaron los genes con 
correlaciones significativas y comunes a ambas micromatrices. Por 
tanto, el número de genes obtenidos con el método 7K-20K estuvo 
limitado por el número existente de genes en la micromatriz de 7K. 
Asi, se obtuvieron 17 genes correlacionados con el ºBrix (Tabla IV-2) 
y 40 genes correlacionados con la acidez (Tabla IV-3). 
 
IV.3.2.1.1. Sólidos solubles totales. 
De los 17 genes que correlacionaron con el ºBrix caben 
destacar dos genes relacionados con la pared ceular, el ácido cafeico 
O-metiltransferasa (EC 2.1.1.68) implicada en la biosíntesis de 
lignina (Louie y cols 2010) y la proteina CER1, participante en la 
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biosíntesis de cera (Bourdenx y cols 2011) (Tabla IV-2). Otro gen 
muy interesante es NADP-isocitrato dehidrogenasa por intervenir en 
el metabolismo de ácidos orgánicos: tanto en el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos como en la ruta de la degradación de citrato (Cercós y 
cols 2006). Su correlación positiva con el ºBrix señaló una relación 
entre los azúcares y el metabolismo de los ácidos, estando inducido 
durante la maduración de los frutos cítricos. 
 
Tabla IV-2: Genes anotados que mostraron correlación 
significativa al menos del 90% entre la expresión génica y el 
ºBrix (r=coeficiente de correlación lineal). La expresión 
génica se estudió en 5 genotipos mutantes: Z46 (acidez y 
brix mayores), D11 (acidez menor), I09 (acidez mayor), H03 
(acidez y brix menores) y J59 (acidez menor). Se utilizaron 
dos fechas y tres réplicas biológicas. Los genes considerados 
más relevantes están destacados en azul. 






Tubulin beta-2/beta-3 chain  0,7 0,05 0,59 0,05 
putative glycosyltransferase  0,75 0,1 0,7 0,02 
Caffeic acid O-methyltransferase 0,71 0,05 0,8 0,01 
Adenosine kinase 2 0,99 0,05 0,59 0,05 
NADP-dependent isocitrate dehydrogenase 0,89 0,01 0,8 0,01 
strictosidine synthase family protein  0,66 0,1 0,63 0,05 
glucose inhibited division protein A from prokaryotes -0,99 0,1 -0,58 0,05 
AAA-type ATPase family protein -0,71 0,05 -0,55 0,1 
Hypothetical protein -0,71 0,05 -0,71 0,02 
Early tobacco anther 1  -0,57 0,1 -0,61 0,05 
calcium-binding EF hand family protein  -0,63 0,1 -0,67 0,02 
RING-H2 zinc finger protein RHA2a -0,74 0,1 -0,5 0,1 
Homolog protein -0,55 0,1 -0,65 0,05 
Protein -0,57 0,1 -0,68 0,02 
Transcription elongation factor 1 homolog -0,74 0,02 -0,62 0,05 
CER1 protein -0,64 0,05 -0,85 0,01 




IV.3.2.1.2. Acidez del fruto. 
De los 40 genes que correlacionaron con el parámetro de 
acidez (Tabla IV-3), fueron de mención aquellos que codifican para 
las proteinas con dominio NAC puesto que su expresión está 
relacionada con procesos de maduración de los frutos cítricos, UDP-
glucosa dehidrogenasa (EC1.1.1.22) que interviene en el 
metabolismo de la sacarosa y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 
(PEPCK), todas ellas inducidas durante la maduración. La 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa resulta muy interesante ya que 
participa en varias rutas metabólicas como el metabolismo de los 
ácidos orgánicos (Ciclo de los ácidos tricarboxílicos) y el de los 
azúcares (glicólisis y/o gluconeogénesis), rutas claves en la 
maduración de los frutos cítricos (Blanke y Lenz 1989; Famiani y 
cols 2009). 
 
Tabla IV-3: Genes anotados que mostraron una correlación 
significativa al menos del 90% entre la expresión génica y la 
acidez (r=coeficiente de correlación lineal). La expresión 
génica se estudió en 5 genotipos mutantes: Z46 (acidez y brix 
mayores), D11 (acidez menor), I09 (acidez mayor), H03 (acidez 
y brix menores) y J59 (acidez menor). Se utilizaron dos fechas 
y tres réplicas biológicas. Los genes considerados más 
relevantes están destacados en azul. 
 20K 7K 
Anotación r p-value r p-value 
N-acetyltransferase hookless1 -0,85 0,01 -0,51 0,10 
alpha-expnasin precursor 0,69 0,10 0,54 0,10 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase -0,64 0,05 -0,52 0,10 
(1-4)-beta-mannan endohydrolase precursor -0,81 0,02 -0,55 0,10 
UDP-glucose dehydrogenase -0,76 0,02 -0,56 0,10 
delta-8 sphingolipid desaturase -0,88 0,01 -0,52 0,10 
Protein -1,00 0,05 -0,79 0,10 
SNAP25 homologous protein SNAP33 -0,77 0,01 -0,59 0,05 
Xyloglucan endotransglycosylase  -0,78 0,01 -0,51 0,10 
Alcohol dehydrogenase 0,81 0,01 0,63 0,05 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase -0,76 0,02 -0,53 0,10 
Protein 0,70 0,10 0,72 0,02 
glycine-rich protein-like -0,71 0,05 -0,62 0,05 
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NAC2 domain protein -0,68 0,05 -0,73 0,01 
beta-glucanase -0,85 0,01 -0,53 0,10 
Tubulin alpha-2 chain -0,73 0,05 -0,68 0,05 
DNA binding protein -0,82 0,05 -0,61 0,05 
Initiation factor 0,73 0,05 0,72 0,01 
f-box family protein 0,68 0,05 0,63 0,10 
inositol-1,4,5-triphosphate-5-phosphatase -0,97 0,01 -0,60 0,10 
40s ribosomal protein S29 0,70 0,10 0,69 0,02 
Protein -0,76 0,02 -0,65 0,05 
GEM -1,00 0,05 -0,69 0,10 
Calcium-dependent protein kinase 8 -0,95 0,01 -0,52 0,10 
Cinnamyl-alcohol dehydrogenase 0,89 0,02 0,64 0,05 
Chloroplast acetyl-CoA carboxylase 
carboxyltransferase -0,64 0,05 -0,80 0,01 
Kelch repeat containing protein 0,75 0,02 0,69 0,02 
5'-3' exoribonuclease -0,84 0,01 -0,54 0,10 
Dehydrin -0,70 0,05 -0,93 0,01 
Vacuolar processing enzyme precursor -0,87 0,01 -0,54 0,10 
Conserved hypothetical protein 0,83 0,05 0,72 0,02 
Heat shock protein 26 -0,86 0,05 -0,88 0,01 
Sugar transporter -0,77 0,01 -0,55 0,10 
Protein -0,72 0,10 -0,57 0,10 
Protein -0,96 0,05 -0,74 0,10 
Pectinacetylesterase precursor -0,86 0,01 -0,87 0,01 
Protein kinase -0,91 0,01 -0,63 0,05 
delta-cadinene synthase isozyme -0,88 0,01 -0,82 0,01 
Endomembrane associated protein -0,84 0,05 -0,64 0,05 
Cyclophilin 0,74 0,02 0,57 0,10 
 
Los resultados anteriores mostraron que parece existir una 
relación entre el metabolismo de los azúcares y el de los ácidos ya 
que entre los genes que correlacionan con el ºBrix, uno de ellos está 
implicado en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y entre los genes 
que correlacionan con la acidez varios están relacionados con el 
metabolismo de los carbohidratos. Puesto que el número de genes 
compartidos por ambas micromatrices que en esencia corresponden 
a los mismos estuvo limitado por el número existente de genes en la 
micromatriz de 7K, se consideraron los genes que obtuvieron una 
mejor correlación con el ºBrix y la acidez en las hibridaciones 
realizadas exclusivamente con la micromatriz de 20K. 
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IV.3.2.2. Micromatriz de 20K. 
Empleando la micromatriz  de 20K que contiene 21240 
genes, se estudió el número de posibles genes implicados en el 
proceso de maduración interna de los frutos cítricos. Se 
correlacionó la expresión relativa de cada gen con los valores de 
acidez (g/l) y sólidos solubles totales (ºBrix). 
Los genotipos que se emplearon para el estudio tuvieron un 
mayor rango de variación en el parámetro de acidez (coeficiente de 
variación, CV=72) que en el ºBrix (CV=13). Este mayor rango de 
variación en la acidez es coherente con el mayor número de genes 
correlacionados con la acidez que con el ºBrix: 309 positivamente y 
336 negativamente con el ºBrix y 661 positivamente y 985 
negativamente con la acidez (Figura IV-2 y IV-3).  
Del total de ESTs que obtuvieron correlación positiva y 
negativa con la acidez un 62,94% y un 60,21% fueron secuencias 
anotadas, valores similares a los de ºBrix con un 63,09% y 61,16% 
respectivamente. Estos valores muestran que aproximadamente un 
40% de las secuencias que obtuvieron correlación con los 
parámetros de acidez y ºBrix no se encuentran anotadas 
actualmente. Para facilitar el estudio de los genes relacionados con 




































IV.3.2.2.1. Sólidos solubles totales. 
En el periodo de maduración o fase III del desarrollo de los 
frutos cítricos, se produce un aumento del contenido en sólidos 
solubles totales, de los cuales entre el 75% y el 85% corresponden a 
azúcares. De ellos, glucosa, fructosa y sacarosa son los más 
abundantes (Agustí 2003). 
Figura IV-2: Numero de ESTs 
que mostraron una 
correlación entre la expresión 
génica, realizada sobre 5 
genotipos mutantes (Z46 
(acidez y brix mayores), D11 
(acidez menor), I09 (acidez 
mayor), H03 (acidez y brix 
menores) y J59 (acidez 
menor) en 2 fechas y 3 
réplicas biológicas y la acidez 
y/o el ºBrix. Correlación 
positiva con la acidez (  ), con 
ºBrix (  ) y correlación 
negativa con la acidez (  ) y 
con ºBrix ( ), empleando las 
micromatrices de 20K de 
cítricos. (P<0,05). 
Figura IV-3: Número total 
ESTs que mostraron una 
correlación entre la 
expresión génica, realizada 
sobre 5 genotipos mutantes 
(Z46 (acidez y brix mayores), 
D11 (acidez menor), I09 
(acidez mayor), H03 (acidez y 
brix menores) y J59 (acidez 
menor) en 2 fechas y 3 
réplicas biológicas y la 
acidez y/o ºBrix, empleando 


































Varios genes implicados en el metabolismo de la sacarosa, 
obtuvieron una correlación con ºBrix. La sacarosa sintasa (EC 
2.4.1.14) que cataliza la reacción de UDP-glucosa a sacarosa se 
indujo mientra que la sacarosa-P-fosfatasa (EC 3.1.3.24) que toma 
la sacarosa y la transforma en -D-glucosa-6P y-D-fructosa se 
inhibió (Tabla IV-4). La expresión de ambos genes indica una 
acumulación de sacarosa en el fruto durante la maduración. 
 
Tabla IV-4: Genes del metabolismo de los carbohidratos que 
correlacionaron con ºBrix (r=coeficiente de correlación lineal). 
La expresión génica se estudió en 5 genotipos mutantes: Z46 
(acidez y brix mayores), D11 (acidez menor), I09 (acidez mayor), 
H03 (acidez y brix menores) y J59 (acidez menor). Se utilizaron 
dos fechas y tres réplicas biológicas (P<0,05). 
Anotación r p-value Citrus ID EC 
Sucrose synthase 0,69 0,05 aKN0AAP10YJ03FM1_c 2.4.1.14 
Sucrose-phosphatase -0,84 0,05 aC31808H07EF_c 3.1.3.24 
Alpha glucosidase 0,69 0,05 aKN0AAI2DD02FM1_c 3.2.1.0 
Alpha-glucosidase 1,00 0,05 aCL7583Contig1 3.2.1.0. 
Glucosidase -0,88 0,02 aIC0AAA33DB03RM1_c 3.2.1.0. 
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 0,93 0,01 KN0AAP11YO23FM1_c 3.2.1.0. 
alpha- glucan phosphorylase 0,79 0,05 aC08027G04SK_c 2.4.1.1 
Alpha-amylase -0,96 0,05 aC34210A03EF_c 3.2.1.1 
Alpha-D-xylosidase precursor 0,83 0,05 aCL7733Contig1  
Inositol-3-phosphate synthase 0,66 0,05 aCL25Contig1 5.5.4.1 
6-phosphofructokinase 0,82 0,05 aIC0AAA52DF03RM1_c 2.7.1.11 
Phosphoenolpyruvate carboxylase 0,88 0,05 IC0AAA29CH02RM1_c 4.1.1.38 
 
También se indujo la expresión de inositol-3-fosfato sintasa 
que cataliza el paso limitante de la síntesis de inositol, azúcar 
implicado en varios procesos como la transducción de señales 
intracelulares (Irving y Schell 2001) o la contrucción de la 
membrana y la pared celular (Loewus 1973; Cullen y cols 2001). 
Se indujeron un grupo de genes que codifican glucosidasas 
(EC3.2.1.0) que a partir de sacarosa, dan lugar a fructosa y glucosa. 
También algunos enzimas hidrolíticos del almidón, como son 
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glucano-fosforilasa (EC 2.4.1.1) que produce amilosa y -amilasa 
(EC 3.2.1.1) que sintetiza dextrina a partir del almidón.  
Algunos genes involucrados en la glicólisis como 6-
fosfofructoquinasa (EC 2.7.1.11) y fosfoenolpiruvato carboxilasa 
(EC4.4.1.38) se correlacionaron positivamente con el ºBrix (Tabla 
IV-4). Estos resultados parecen confirman la dinámica de los 
carbohidratos que tiene lugar durante la maduración de los frutos 
cítricos, donde se produce un aumento en la concentración de 
azúcares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) y un descenso del 
almidón. 
Algunos genes que codifican proteinas que están 
involucrados en la síntesis de antioxidantes, compuestos del 
metabolismo secundario, correlacionaron con el ºBrix (Tabla IV-5). 
Como por ejemplo, superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1) y L-
ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11) que sintetiza ácido ascórbico a 
partir del ácido dehidroascórbico, se indujo también durante la 
maduración del fruto.  
 
Tabla IV-5: Genes con función antioxidante correlacionados 
con el ºBrix (r=coeficiente de correlación lineal) (P<0,05). 
Vease tablas anteriores para más información. 
Anotación r p-value Citrus ID EC 
Fe-superoxide dismutase 0,74 0,05 aCL8011Contig1 1.15.1.1 
L-ascorbate peroxidase 0,85 0,02 KN0AAB3CB05ZM1_c 1.11.1.11 
Violaxanthin de-epoxidase -0,67 0,05 aC31504E01EF_c 1.10.99.3 
 
Otro gen “antioxidante” que obtuvo correlación negativa con 
el ºBrix fue la violaxantina de-epoxidasa (EC 1.10.99.3) que 
interviene en la síntesis de la violaxantina. La violaxantina protege a 
las plantas del estrés oxidativo (Havaux 1999). La inhibición de la 
violaxantina de-epoxidasa fue en principio coherente con la 
inducción obtenida con L-ascorato peroxidasa ya que se ha 
observado que la abundancia de ácido ascórbico está inversamente 
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relacionado con la actividad de violaxantina de-epoxidasa en 
plantas (Müller-Moulé y cols 2002). 
Algunos factores de transcripción también obtuvieron 
correlación con el ºBrix (Tabla IV-6). 
 
Tabla IV-6: Genes anotados como factores de transcripción 
correlacionados con el ºBrix (r=coeficiente de correlación lineal) 
(P<0,05). Vease tablas anteriores para más información. 
Anotación r p-value Citrus ID 
Transcription elongation factor 1 homolog -0,74 0,02 aCL6301Contig1 
Nuclear transcription factor Y subunit B-10 -0,65 0,05 aCL8375Contig1 
Transcription factor E2F -0,72 0,05 aIC0AAA36AF03RM2_c 
Myb-related transcription activator -0,68 0,05 aIC0AAA89AA04RM1_c 
AP2 domain-containing transcription factor -1,00 0,02 aKN0AAP7YL15FM1_c 
GT-1 like transcription factor 1,00 0,02 aC31009D07EF_c 
Myb-like transcription factor 5 1,00 0,05 aC31805F09EF_c 
BHLH transcription factor 0,84 0,01 aCL4487Contig2 
ATERF13 encodes a member of the ERF 
subfamily B-3 of ERF/AP2 transcription factor 0,88 0,05 C08020E12SK_c 
MYB22 -0,70 0,05 aIC0AAA27AA05RM1_c 
MYB92 0,97 0,05 aC02008E10SK_c 
 
La última tabla (Tabla IV-7) de este apartado recoge un 
número de genes importantes, no recogidos en los apartados previos 
que se correlacionaron asimismo con el ºBrix.  
Tabla IV-7: Genes de relevancia que correlacionaron con el ºBrix 
(r=coeficiente de correlación lineal) (P<0,05). Vease tablas 
anteriores para más información 
Anotación r p-value Citrus ID EC 
NADP-dependent isocitrate 
dehydrogenase 0,89 0,01 aCL211Contig1 1.1.1.42 
Alanine-glyoxylate aminotransferase 
AGT1 0,71 0,05 aIC0AAA81AD04RM1_c 2.6.1.44 
Anthranilate synthase subunit -0,88 0,01 aCL4223Contig1 4.1.3.27 
Arginino succinate synthase -0,91 0,02 aCL6306Contig1 6.3.4.5 
Asparagine synthetase -0,64 0,05 aCL1102Contig1 6.3.5.4 
Gamma-aminobutyrate transaminase 0,64 0,05 aCL5262Contig1 2.6.1.19 
Glutamate decarboxylase 0,91 0,01 aCL65Contig5 4.1.1.15 
Glutamate receptor 3.4 precursor 0,89 0,01 aCL6462Contig1  
Limonoid UDP-glucosyltransferase 0,85 0,02 aCL194Contig2 2.4.1.210 
Succinate dehydrogenase 0,80 0,01 aCL917Contig1 1.3.99.1 
 
 105
Los resultados obtenidos al correlacionar la expresión 
génica con el ºBrix, señalan una inducción de la ruta de 
degradación del citrato vía GABA, ruta catabólica del ácido cítrico 
(Cercós y cols 2006) ya que NADP-isocitrato deshidrogenasa (EC 
1.1.1.42) que produce 2-oxoglutarato a partir de isocitrato, alanina 
aminotransferasa (EC 2.6.1.2) que a partir de la alanina y 2-
oxoglutarato produce glutamato y piruvato, glutamato decarboxilasa 
(EC 4.1.1.15) que cataliza la reacción de glutamato a GABA y 
gamma-aminobutirato transaminasa (EC 2.6.1.19) que transforma 
GABA en succinato semialdehido obtuvieron una correlación 
positiva con el ºBrix (Tabla IV-7). Por último se encontró correlación 
con succinato deshidrogenasa (EC 1.3.99.1) que se indujo durante 
la maduración del fruto. 
 
IV.3.2.2.2. Acidez del fruto. 
La maduración interna de los frutos cítricos se caracteriza 
por una síntesis de ácidos durante la fase II de maduración del 
fruto y una posterior degradación de éstos, paralelo a un aumento 
en los sólidos solubles totales en la fase III. El ácido mayoritario es 
el ácido cítrico y el ácido málico el segundo mayoritario (Karadeniz 
2003). La acumulación del ácido cítrico es característica de este 
género, con lo cual es esperable que existan rutas alteradas 
relacionadas con la acumulación y degradación de este ácido, 
además de modificarse otras rutas en respuesta a la acumulación 
de ácidos. 
Entre los genes alterados como respuesta a los cambios en 
los ácidos destacan varios factores de transcripción: MYB, Bzip o 
BHLH que al igual que correlacionaron con el ºBrix (apartado 
IV.3.2.2.1), también correlacionaron con la acidez. 
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También se encontraron genes pertenecientes al 
metabolismo secundario: biosíntesis de carotenoides, 
fenilpropanoides y flavonoides. Los flavonoides son metabolitos con 
una gran actividad antioxidante (Pietta 2000) característica que ha 
dado al consumo de los frutos cítricos un papel relevante por sus 
efectos beneficiosos para la salud humana (Yao y cols 2004) y cuyo 
contenido se ha visto que disminuye a lo largo de la maduración.  
Se encontró una relación positiva de varios genes que codifican 
enzimas implicadas en la síntesis de los flavonoides, entre los que 
se encuentran flavonol sintetasa (EC 1.14.11.23) y dehidroflavonol 
4-reductasa (EC 1.1.1.219). Esta correlación indica una inhibición 
de la síntesis de los flavonoides durante el descenso de la acidez. 
Se encontraron inducidos durante la maduración del fruto 
varios genes relacionados con la degradación de almidón y la pared 
celular (beta-amilasa y celulosa sintasa) asi como del metabolismo 
de los fenilpropanoides implicados en la síntesis de lignina: 
cinnamil-alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.195) y fenilalanina 
amonia-liasa (EC 4.3.1.24) (Tabla IV-8). Su inducción podría estar 
relacionada con el crecimiento del fruto y el reblandecimiento del 
fruto en la fase III de la maduración. El crecimiento del fruto 
también puede verse afectado por la concentración de auxinas en la 
pulpa. Se encontraron genes relacionados con las auxinas 










Tabla IV-8: Genes correlacionados con acidez no necesariamente 
implicados en la síntesis de ácidos (r=coeficiente de correlación 
lineal). La expresión génica se estudió en 5 genotipos mutantes: 
Z46 (acidez y brix mayores), D11 (acidez menor), I09 (acidez 
mayor), H03 (acidez y brix menores) y J59 (acidez menor). Se 
utilizaron dos fechas y tres réplicas biológicas (P<0,05). 
Anotación r p-value Citrus ID 
Metabolismo de carbohidratos 
 78 kDa glucose-regulated protein homolog 
precursor -0,84 0,02 aC34204F08EF_c 
Glucose dehydrogenase 1,00 0,01 aIC0AAA55DD03RM1_c 
Glucose-repressible gene protein 1,00 0,01 aKN0AAL1AA05FM2_c 
Glucosidase -0,75 0,02 aCL1849Contig1 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase -0,76 0,02 aCL1193Contig1 
Phosphoenolpyruvate carboxylase kinase 0,70 0,05 aCL2282Contig1 
Pyruvate dehydrogenase 0,69 0,05 aIC0AAA1BD10RM1_c 
Pyruvate dehydrogenase 0,89 0,05 IC0AAA92BB04RM1_c 
Pyruvate kinase -0,77 0,01 aCL4729Contig1 
Pyruvate kinase 0,75 0,02 aIC0AAA83AB08RM1_c 
UDP-glucose 4-epimerase -0,67 0,05 aCL7427Contig1 
UDP-glucose dehydrogenase -0,81 0,01 aCL7635Contig1 
UDP-glucose dehydrogenase -0,72 0,05 KN0AAP5YD20FM1_c 
UDP-glucose dehydrogenase -0,76 0,02 aC04006F12SK_c 
UDP-glucose pyrophosphorylase -0,66 0,05 aIC0AAA47DB09RM1_c 
fructose- bisphosphatase -0,79 0,01 C31806H11EF_c 
glucokinase -0,70 0,05 aC08006E04SK_c 
glucokinase -0,79 0,01 aCL8331Contig1 
phosphoglycerate mutase -1,00 0,01 aCL2315Contig2 
beta-fructofuranosidase -0,77 0,01 aCL1142Contig2 
 
Síntesis de fosfolípidos y mensajeros secundarios 
 Inositol-tetrakisphosphate 1-kinase 0,68 0,05 aCL6345Contig1 
3-phosphoinositide 0,84 0,01 C34205A05EF_c 
phosphatidylinositol 4-kinase 0,78 0,02 KN0AAQ13YH04RM1_c 
phosphatidylinositol transfer protein -0,98 0,01 aCL6613Contig1 
 
Biosintesis de flavonoides 
 Dihydroflavonol 4-reductase 0,75 0,02 aCL4037Contig2 
Flavonoid 3'-hydroxylase -0,79 0,02 aKN0AAP12YF15FM1_c 
Flavonol synthase 0,83 0,01 aC31703B04EF_c 




 Auxin response factor 1 -0,65 0,05 aCL2271Contig1 
Auxin-regulated protein -1,00 0,05 aC20001C06SK_c 
IAA-amino acid hydrolase ILR1 0,90 0,01 aCL1382Contig1 
auxin-amidohydrolase precursor -0,79 0,05 aCL1920Contig1 
auxin-independent growth promoter -0,76 0,05 aCL5024Contig1 
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auxin-regulated protein -0,78 0,05 aCL1903Contig2 
Abscisic acid-induced 0,81 0,05 aC31106H02EF_c 
S-adenosyl-L-methionine synthetase -0,76 0,02 aCL414Contig2 
S-adenosylmethionine synthetase  -0,71 0,05 aCL33Contig2 
ACC synthase -0,67 0,05 aCL4017Contig1 
 
Factores de transcripción 
 BEL1-like homeodomain transcription factor -0,80 0,05 aCL3104Contig1 
BHLH transcription factor -0,75 0,02 aCL1231Contig2 
transcription factor 0,91 0,05 aCL2593Contig1 
WRKY transcription factor 27 0,73 0,05 aIC0AAA24AB01RM2_c 
BZIP transcription factor -0,76 0,05 C31303E08EF_c 
Homeobox transcription factor KN2 0,72 0,05 aIC0AAA92DD06RM1_c 
MYB transcription factor -1,00 0,01 aCL8980Contig1 
NAC domain protein NAC1 -0,68 0,05 aCL1571Contig1 
NAC domain protein NAC4 -0,67 0,05 aCL35Contig5 
NAC domain protein NAC5 -0,84 0,01 aCL5303Contig1 
transcription factor BIM2 0,68 0,05 aC20002B11SK_c 
Transcription factor DREB1A -0,93 0,01 C06017B01SK_c 
transcription factor IIB -0,70 0,05 KN0AAQ5YH17RM1_c 
Transcription factor TINY -0,72 0,05 IC0AAA16CF09RM1_c 
Transcriptional activator RF2a -0,69 0,05 C05057A02SK_c 
 
Pared celular 
 Beta-amylase -1,00 0,05 aCL3609Contig1 
Cellulose synthase -0,76 0,02 aCL4029Contig1 
CER1 protein -0,95 0,02 C06013B05SK_c 
 
Biosintesis fenilpropanoides 
 Cinnamyl-alcohol dehydrogenase -0,68 0,05 aIC0AAA18AD10RM1_c 
Phenylalanine ammonia-lyase 0,68 0,05 aIC0AAA36DF10RM1_c 
 
Biosintesis carotenos  
 Phytoene dehydrogenase 0,74 0,05 aCL8062Contig1 
 
Metabolismo ácido linolénico 
 Lipoxygenase -0,91 0,01 aCL2406Contig1c 
 
Metabolismo del nitrógeno 
 Nitrate transporter NRT1-2 -0,88 0,01 aCL1914Contig1 
Nitrate transporter NRT1-5 -0,66 0,05 aCL6020Contig1 
Allantoinase -0,79 0,01 aC34001D12EF_c 
Nitrate reductase -0,89 0,02 aCl7801Contig1 
 
Metabolismo de aminoácidos 
 Methionine synthase -0,65 0,05 aIC0AAA35BH01RM1_c 
Proline dehydrogenase -0,71 0,05 aC06054A08T7_c 
L-proline oxidase 0,71 0,05 aCL4610Contig1 
Proline-tRNA ligase -0,83 0,01 aCL8684Contig1 
glutamate-tRNA synthetase -0,75 0,05 aCL4441Contig1 
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Los genes más relevantes y en principio directamente 
implicados en el metabolismo de los ácidos obtenidos mediante la 
matriz de correlaciones de la expresión génica y la acidez se recogen 
en la Tabla IV-9. 
 
Tabla IV-9: Genes correlacionados con acidez en principio 
directamente implicados en el metabolismo de los ácidos. 
(r=coeficiente de correlación lineal). La expresión génica se 
estudió en 5 genotipos mutantes: Z46 (acidez y brix mayores), 
D11 (acidez menor), I09 (acidez mayor), H03 (acidez y brix 
menores) y J59 (acidez menor). Se utilizaron dos fechas y tres 
réplicas biológicas (P<0,05). 
Anotación r p-value Citrus ID EC 
Citrate synthase 0,84 0,02 IC0AAA29CD12RM1_c 2.3.3.1 
Aconitase -0,82 0,02 aC04011B01SK_c 4.2.1.3 
Aspartate aminotransferase -0,72 0,02 KN0AAI2DE02FM1_c 2.6.1.1. 
Glutamate decarboxylase -0,68 0,05 aCL505Contig2 4.1.1.15 
Glutamate dehydrogenase 0,73 0,05 aIC0AAA93AF06RM1_c 1.4.1.2 
Glutamate synthase -0,70 0,05 aC05068F04SK_c 1.4.7.1 
Succinate dehydrogenase -0,79 0,05 aIC0AAA33DD08RM1_c 1.3.99.1 
Succinate dehydrogenase -0,74 0,02 aIC0AAA35CF05RM2_c 1.3.5.1 
 
El ácido cítrico no se trasloca de las hojas al fruto, sino que 
es sintetizado en la pulpa del mismo (Ramakrishnan 1971), 
concretamente en la mitocondria de las células de las vesículas de 
zumo en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Canel y cols 1996; 
Cercós y cols 2006). Se encontró una correlación positiva, es decir, 
que su expresión disminuye durante la maduración, con piruvato 
deshidrogenasa (EC 1.2.4.1) que codifica la condensación del 
piruvato a acetil-CoA asi como con citrato sintasa (EC 2.3.3.1). Los 
genes que catalizan algunas de las reacciones del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos posteriores a la síntesis del ácido cítrico, aconitasa 
hidratasa (EC 4.2.1.3), succinato-CoA sintetasa (EC 6.2.1.4) y 
succinato dehidrogenasa (EC 1.3.99.1) obtuvieron una correlación 
negativa con la acidez, es decir, se indujeron durante la 
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maduración. Estos resultados corroboran estudios realizados en 
plantas con genes antisentido de algunos enzimas del ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos, donde una alteración de los enzimas previos a 
la síntesis del succinato modifica la actividad hacia la derivación del 
GABA (Lemaitre y cols 2007) y cuando fueron alterados enzimas 
posteriores, no se vió afectada (Nunes-Nesi y cols 2005). 
En plantas, el ácido cítrico producido en la mitocondria, es 
liberado al citosol mediante un transportador específico, donde 
puede ser catabolizado por dos rutas distintas (Heldt 2004). En la 
primera, el citrato es transformado en acetil-CoA y oxalacetato 
mediante ATP citrato liasa (EC 2.3.3.8). Esta vía de catabolismo del 
ácido cítrico se ha visto que está inhibida a lo largo de la 
maduración de frutos de clementina (Cercós y cols 2006). En la 
segunda, la degradación de ácido cítrico se produce mediante su 
derivación a -aminobutirato (GABA). En ella, mediante aconitasa 
hidratasa (EC 4.2.1.3) el citrato es isomerizado a isocitrato que 
posteriormente es transformado en 2-oxoglutarato, reacción 
catalizada por isocitrato deshidrogenasa (EC 1.1.1.41). A 
continuación, el 2-oxoglutarato puede ser transformado en 
glutamato mediante aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1) o 
mediante glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.3). Esta última, bajo 
condiones de estrés, se induce produciendo glutamato para la 
síntesis de prolina en tabaco y uva (Nanjo y cols 2003; Skopelitis y 
cols 2006). Por otro lado, el glutamato obtenido puede ser 
catabolizado por glutamato decarboxilasa (EC 4.1.1.15) 
obteniendose GABA, reacción que consume protones y que puede 
representar una respuesta adaptativa contribuyendo a la regulación 
del pH citoplasmático (Patterson and Graham 1987; Crawfor y cols 
1994; Ratcliffe 1995). La acidificación del citoplasma debido a los 
ácidos débiles, inducen la acumulación de GABA (Crawford y cols 
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1994) y la activación de esta ruta promueve el consumo de protones 
de esta reacción en presencia de niveles altos de acidez durante la 
maduración del fruto (Cercós y cols 2006). Asi pues, el catabolismo 
del ácido cítrico es muy importante puesto que la presencia de una 
elevada cantidad de citrato, resulta dañino para las células. En este 
caso se estimula la actividad de antioxidantes (peroxidasas y 
superóxido dismutasas) (Iona y cols 2008) los cuales se indujeron 
durante la maduración (Tabla IV-5). La ruta de la derivación del 
GABA es una vía para disminuir el estrés (Snedden y Fromm 1999) 
que puede generar la acumulación de citrato en el fruto.  
Mediante el estudio de correlación con la acidez, 
encontramos correlaciones con varios genes de la vía GABA 
descritos previamente (Cercós y cols 2006). Probablemente se 
inhibió glutamato deshidrogenasa-NADP+ (EC 1.4.1.3) y se 
indujeron glutamato sintasa (EC 1.4.7.1.) y glutamato decarboxilasa 
(EC 4.1.1.15), corroborando la inducción de la ruta de degradación 
del citrato vía GABA (Cercós y cols 2006).  
La concentración de glutamato no cambia ni antes ni 
después del pico máximo de acidez en los frutos de Clementina 
(Cercós y cols 2006). Los resultados obtenidos mediante la 
correlación sugieren una posible utilización del glutamato en la 
síntesis de prolina en los frutos cítricos ya que prolina oxidasa se 
inhibió (EC 1.5.1.2) mientras que prolina dehidrogenasa (EC 
1.5.99.8) que cataliza la formación de prolina a partir de glutamato 
se indujo (Tabla IV-8). La prolina y el glutamato son regulados 
específicamente mediante procesos de traslación y la posible 
derivación del glutamato a prolina en los frutos de Clementina está 
acorde con los genes obtenidos mediante la correlación con la 
acidez, ya que ESTs que codifican prolina-tRNA ligasa (EC6.1.115) 
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como ESTs que codifican glutamato-tRNA sintasa (EC. 6.1.1.17) se 
encontraron inducidos (Tabla IV-8). 
En frutos de tomate, el aumento de la actividad de 
aspartato aminotransferasa junto con un descenso de la actividad 
de glutamina sintasa se produce durante la maduración de sus 
frutos (Boggio y cols 2000). Resultados similares se obtuvieron en 
los cítricos ya que también se indujo aspartato aminotransferasa 
(EC 2.6.1.1) (Tabla IV-9). Aspartato aminotransferasa resulta 
interesante puesto que a partir de 2-oxoglutarato y aspartato, 
genera glutamato y oxalacetato, este último, intermediario en el 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos. El 2-oxoglutarato es producido en 
la ruta de derivación del GABA y el aspartato puede ser sintetizado 
a partir de metionina (Hackam y cols 2008). En plantas, la 
metionina es catalizada en los plástidos, sirviendo como sustrato 
para la síntesis de etileno, hormona asociada a la senescencia en 
plantas y muy importante en la maduración de los frutos. Se 
encontró correlacionada negativamente con la acidez la expresión de 
s-adenosylmetionina sintasa (EC 2.5.1.6) y ACC sintasa (EC 
4.4.1.14) (Tabla IV-8) indicando una inducción de la síntesis de 
etileno durante la maduración de los frutos. Estudios previos 
indican que aspartato aminotransferasa asi como la síntesis de 
amino ácidos se inducen a niveles altos de acidez (Degu y cols 
2011). Los resultados obtenidos mediante correlaciones sugieren 
una inducción de aspartato aminotransferasa pero la síntesis de 
aminoácidos no fue general. La síntesis de glutamina a partir de 
glutamato se inhibió, el catabolismo de alanina en piruvato se 
indujo, mientras que la conversión de asparagina en aspartato y 
éste en argino-succinato también se inhibió. Las diferencias podrian 
deberse a que la síntesis de aminoácidos se inducian cuando se 
inhibia la actividad de aconitasa provocando una acumulación de 
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citrato (Degu y cols 2011) mientras que el estudio de correlaciones 
se realizó durante la maduración de los frutos cítricos de forma 
natural, estando inducida aconitasa y sin alterar drásticamente los 
niveles de acidez. 
Otra de las rutas alteradas obtenidas mediante el análisis 
de las correlaciones con la acidez fue la gluconeogénesis. Uno de los 
tres enzimas específicos de esta ruta es fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa (EC 4.1.1.49), la cual tranforma el oxalacetato (OAA) 
en fosfoenolpiruvato (PEP) y se encontró inducida durante la 
maduración. Inversamente, PEP puede ser transformado en OAA 
mediante fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCL, EC 4.1.1.31) cuya 
expresión correlacionó positiviamente con el ºBrix y cuya actividad 
es modulada por la actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa 
quinasa (PEPCL-K) que como PEPCK, también correlacionó 
negativamente con la acidez del fruto. Otra de las tres enzimas 
específicas de la gluconeogénesis, fructosa bifosfatasa, que produce 
fructosa-1,6-bisfosfato a partir de fructosa-6P, correlacionó también 
negativamente con la acidez, mientras que la 6-fosfofructoquinasa 
(PFK-1), que cataliza la reacción irreversible opuesta, propia de la 
glicólisis lo hizo con el ºBrix, indicando inducción de ambas durante 
la maduración de los frutos cítricos. Esto concuerda con la 
regulación de la glicolisis o gluconeogénesis por parte de la glucosa, 
puesto que niveles de citrato alto y glucosa bajo, situación que se 
produce al inicio de la maduración del fruto en la fase III, inhiben la 
expresión de PFK-1, reduciéndose la glicólisis y activándose la 
gluconeogésis, mientras que al final de la maduración los niveles de 
citrato son bajos y los de glucosa altos, induciendose la expresión 
de PFK-1. Sin embargo, no es esperable que todos los azúcares del 
fruto provengan de la activación de la gluconeogénesis por el aporte 
del fosfoenolpiruvato previniente del oxalacetato como sustrato. 
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Los principales resultados obtenidos en relación con la 
expresión génica relativa al metabolismo de los ácidos se ilustran en 





















Figura IV-4: Expresión génica relacionada con el metabolismo de los ácidos durante el periodo de 
maduración del fruto comprendido entre septiembre y noviembre. La expresión génica se estudió en 
5 genotipos mutantes: Z46 (acidez y brix mayores), D11 (acidez menor), I09 (acidez mayor), H03 
(acidez y brix menores) y J59 (acidez menor). Se utilizaron dos fechas y tres réplicas biológicas 
(P<0,05). Verde = expresión génica inhibida/menor concentración de metabolito. Rojo= expresión 




Los resultados obtenidos mediante el análisis de las 
correlaciones entre la expresión génica y la acidez o el ºBrix fueron 
apoyados por la cuantificación en septiembre y noviembre de varios 
metabolitos en el zumo de Clementina de Nules. 
Asi, durante la maduración del fruto de Clementina, la 
expresión de citrato sintasa (EC 2.3.3.1) probablemente se inhibió 
(Figura IV-4) y la concentración de ácido cítrico disminuyó 
significativamente (P<0,05) de 36,03 g/l a 5,92 g/l al igual que la de 
ácido isocítrico que pasó de 3,81 g/l a 0,61 g/l en septiembre y 
noviembre respectivamente (Figura IV-5 y IV-6). La concentración de 
ácido fumárico y ácido succínico fueron similares entre septiembre y 




































































Figura IV-5: Concentración de 
ácido cítrico en zumo de 
Clementina de Nules en 
septiembre 170 DDA (  ) y 
noviembre 225 DDA (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-6: Concentración de 
ácido isocítrico en zumo de 
Clementina de Nules en 
septiembre 170 DDA ( ) y 
noviembre 225 DDA (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 




















En las plantas, el ácido cítrico es sintetizado en la 
mitocondria y se exporta al citosol mediante un cotransportador 
específico que introduce ácido málico y ácido oxalacético en la 
mitocondria y libera ácido cítrico al citosol (Heldt 2004). El citrato 
liberado en el citosol se acumula en la vacuola que se libera 
posteriormente y se degrada por la ruta GABA a lo largo de la 
maduración (Cercós y cols 2006). Al analizar el contenido de ácido 
málico en el zumo de Clementina se observó que aumentó 





Figura IV-7: Concentración de 
ácido fumárico en zumo de 
Clementina de Nules en 
septiembre 170 DDA (  ) y 
noviembre 225 DDA (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-8: Concentración de 
ácido succínico en zumo de 
Clementina de Nules en 
septiembre 170 DDA ( ) y 
noviembre 225 DDA (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 

































































La ruta de gluconeogénesis probablemente se indujo 
durante la maduración del fruto. La concentración de sacarosa en el 
zumo fue significativamente mayor en noviembre con 68,99 mg/ml 
respecto a los 35,92 mg/ml en septiembre mientras que la 
concentración de fructosa y glucosa fueron similares entre las dos 





























Figura IV-9: Concentración de 
ácido málico en zumo de 
Clementina de Nules en 
septiembre 170 DDA ( ) y 
noviembre 225 DDA (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 





















Entre los genes obtenidos en la correlación con la acidez , el 
gen que codifica para fosfoenolpiruvato carboxiquinasa resultó muy 
interesante puesto que ha sido relacionado con el metabolismo de los 
ácidos (Famiani y cols 2005). Esta enzima cataliza la conversión del 
ácido oxalacético en fosfoenolpiruvato. Los genes más relevantes de 
esta reacción, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, fosfoenolpiruvato 
carboxilasa y fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa han sido 
estudiados con más detalle en el capitulo IV. 
 
Figura IV-10: Concentración de fructosa 
(FRU), glucosa (GLU) y sacarosa (SAC) en 
zumo de Clementina de Nules en septiembre 
170 DDA (   ) y noviembre 225 DDA (  ). Letras 
diferentes indican diferencias significativas (µ 





















IV.3.3. Estudio del transcriptoma de cinco genotipos con 
alteraciones en la maduración. 
IV.3.3.1. Expresión global. 
La micromatriz de 20K se usó para estudiar la expresión 
génica de los 5 genotipos seleccionados en el capitulo III. 
De los 5 genotipos, Z46 fue el que presentó un mayor número 
de parámetros alterados: contenido en sólidos solubles totales, acidez, 
indice de madurez interna y externa, diámetro y firmeza. También fue 
el genotipo con más genes diferencialmente expresados. H03 tuvo 
menos parámetros alterados que Z46: el contenido de sólidos solubles 
totales y acidez, siendo el número de genes inhibidos y 
sobreexpresados similar entre si e inferior a Z46. Los genotipos I09, 
D11 y J59 mostraron, en principio, unicamente alteraciones del 
contenido de ácidos en el fruto. De los tres, I09 fue el que mostró una 
















Figura IV-11: Número total de genes 
sobreexpersados (  ) e inhibidos (  ) en 
las hibridaciones realizadas en 
noviembre 225 DDA entre cada uno de 






Al analizar el número total de genes sobreexpresados e 
inhibidos se puede sugerir que cuantos más cambios fenotípicos 
existen, más genes se expresan diferencialmente respecto a su 
parental. Además, parece que las alteraciones que provocaron una 
















Los cinco genotipos tienen alterado el contenido en ácidos en 
el zumo. La acidez en el fruto crea un ambiente oxidativo. De entre 
las categorías funcionales analizadas cabe destacar el número de 
genes relacionados con las respuestas a estrés (Figura IV-12). 
 
Tras realizar el estudio global de los genes expresados en los 
distintos genotipos, se procedió a destacar las rutas metabólicas con 
mayor número de genes expresados relacionándose la expresión 
génica con el fenotipo observado en cada uno de los genotipos. 
Figura IV-12: Numero 
de ESTs relacionados 
con respuestas a estrés 
en los genotipos Z46, 
J59, H03, I09 y D11.  
Rojo= inducidos, 




Mediante el análisis de micromatrices de cDNA se estudió los 
cambios de expresión génica producidos en el transcriptoma del 
genotipo Z46 en la misma época de recolección durante dos años 
consecutivos comparándolo con muestras de pulpa procedentes de su 
control en la misma fecha de muestreo. El análisis señaló que el 
número de sondas expresadas diferencialmente (FDR<0.05) fue de 
4180 en octubre y 2646 en noviembre del año 1 y 3031 en noviembre 
del año 2. El porcentaje de genes inhibidos y sobrexpresados de cada 

















El mayor número de genes expresados en octubre respecto a 
noviembre resulta esperable teniendo en cuenta que hay más rutas 
metabólicas activas al principio que al final de la maduración de los 
cítricos (Cercós y cols 2006). 
Figura IV-13: Número total de genes 
sobreexpersados (  ) e inhibidos (  ) en 
las hibridaciones realizadas con pulpa 
del genotipo Z46 respecto a 
Clementina de nules. 
 
OCT-1               NOV-1                        NOV-2 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la hibridación con 
las micromatrices de cDNA en noviembre del genotipo Z46 mostró 
probables cambios en la expresión génica de varias rutas; 
destacándose el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, la 
glicólisis/gluconeogénesis y la síntesis de etileno. De esta última 
ruta se encontraron inhibidos la expresión del gen que codifica la 
proteina ACC sintasa (EC 4.4.1.14) y de ACC oxidasa (EC 1.14.17.4), 
los dos últimos pasos en la síntesis de etileno. En principio, estas 
inhibiciones podrían estar relacionadas con el retraso en la madurez 
tanto externa como interna que presentó este genotipo (vease III. 
3.3.1). 
Otra de las principales rutas probablemente alteradas fue la 
síntesis del ácido cítrico. En el mutante Z46 citrato sintasa se 
indujo y aconitasa, isocitrato deshidrogenasa, 2-oxoglutarato 
deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa y fumarasa se reprimieron 
(Figura IV-21), a diferencia de lo observado en Clementina de Nules 
donde citrato sintasa se reprimió y aconitasa, isocitrato 
deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa se indujeron (Figura IV-
4) 
Además, la ruta de degradación del citrato vía GABA se 
reprimió en Z46 y parte del glutamato sintetizado en esta vía parece 
que se derivó a la síntesis de glutamina puesto que glutamina 
sintetasa asi como nitrito reductasa (EC 1.7.7.1) que transforma el 
nitrito en amonia y ésta a su vez en glutamina mediante glutamato 
amonia ligasa (EC 6.3.1.2) se encontraron inducidas (Figura IV-21). 
La inducción en la síntesis de citrato y la represión de una de sus 
rutas de degradación, así como de las rutas intermedias del ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos resultó coherente con la acumulación de 




















La concentración de ácido cítrico en los frutos de Z46 fue 
mayor respecto a Clementina de Nules un 38.49%, siendo esta 
diferencia estadísticamente significativa (P<0.02) (Figura IV-14). La 
concentración de ácido isocítrico en Z46 fue de 2.91 mg/ml valor 
significativamente superior (P<0.05) a 0.57 mg/ml del control (Figura 
IV-15) mientras que la concentración del ácido málico fue similar al 
control (datos no mostrados). La concentración de ácido succínico y 
ácido fumárico en Z46 fueron mayores significativamente (P<0.04) a 
Clementina de Nules (Figura IV-16 y IV-17). 
En el mutante Z46, la mayor concentración de ácidos en el 
fruto probablemente generó un ambiente oxidativo que podría ser 
causa de la inducción observada de mecanismos antioxidantes para 
contrarrestarlo, como la expresión del gen que codifica para ascorbato 
peroxidasa (EC 1.11.1.11). 
Figura  IV-14: Concentración 
de ácido cítrico en zumo del 
genotipo Z46 (   ) y su control  
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 














































Figura IV-15: Concentración de 
ácido isocítrico en zumo del 
genotipo Z46 (   ) y su control  
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 





















El genotipo Z46 mostró una concentración de SST (ºBrix) 
superior al control (vease III 3.3.1). Los azúcares mayoritarios del 
zumo son: fructosa, glucosa y sacarosa (Agustí 2003). Sin embargo 
pese a tener mayor contenido en ºBrix, la concentración en zumo de 
fructosa, glucosa y sacarosa no mostró diferencias significativas 







Figura IV-16: Concentración 
de ácido succínico en zumo 
del genotipo Z46 (  ) y su 
control (  ) en noviembre 225 
DDA. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-17: Concentración 
de ácido fumárico en zumo del 
genotipo Z46 (  ) y su control  
(  ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 


































































La síntesis de carbohidratos se produce principalmente en la 
fotosíntesis y rubisco es la enzima clave en la fijación del carbono. El 
CO2 se une a pentosa ribulosa-1,5-bisfosfato gracias a rubisco (EC 
4.1.1.39) sintetizando ácido-3-fosfoglicérico que en el citosol origina 
glucosa y fructosa vía gluconeogénesis. Los resultados del análisis del 
transcriptoma sugirieron que en el genotipo Z46, rubisco y los 
ultimos pasos de la gluconeogénesis que dan lugar a glucosa y 
fructosa se encontraron inhibidos. Por otro lado, -D-Glucosa-6P, 
compuesto intermedio de la gluconeogénesis parece que fue derivada 
a la síntesis de inositol mediante la inducción de inositol-3P-sintasa 
(EC 5.5.1.4). El inositol, otro azúcar presente en los zumos, mostró 
una concentración superior en el mutante Z46 que en el control 
Figura IV-18: Concentración de 
fructosa (FRU), glucosa (GLU) y 
sacarosa (SAC) en zumo del 
genotipo Z46 (  ) y su control (  ) 
en noviembre 225 DDA. Letras 
diferentes indican diferencias 























(11.01 mg/ml y 2.01 mg/ml respectivamente) (Figura IV-19) 
apoyando los resultados obtenidos de expresión génica. 
La suma de fructosa, glucosa, sacarosa e inositol en el 
mutante Z46 fue significativamente mayor al control (P<0,05) (Figura 
IV-20), resultando coherente con el mayor contenido en ºBrix 


















Los resultados anteriores muestran que el genotipo Z46 
probablemente tiene reducida la ruta de fijación de carbono, la 
síntesis de etileno y la degradación de acido cítrico vía GABA. Por 
otro lado parece presentar mecanismos antioxidantes inducidos asi 
como la síntesis de ácido cítrico en el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos. En resumen, en el mutante Z46 los resultados de 
expresión génica son coherentes con las concentraciones de ácidos y 
Figura IV-19: Concentración 
de inositol en zumo del 
genotipo Z46 (  ) y su control  
(  ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-20: Concentración de 
la suma de fructosa, glucosa, 
sacarosa e inositol en zumo del 
genotipo Z46 (  ) y su control    
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 








































azúcares cuantificados. Las concentraciones de ácido cítrico, ácido 
isocítrico, ácido succínico y acido fumárico son superiores a 
Clementina de Nules. La conentración de fructosa glucosa y sacarosa 
son similares mientras que la concentración de inositol es superior a 
Clementina de Nules. 
La figura siguiente resume la expresión génica asociada al 





















Figura IV-21: Alteraciones de la expresión génica y de algunos metabolitos en el genotipo Z46 
respecto a Clementina de Nules en noviembre 225 DDA (P<0,05). 
Verde= expresión génica inhibida/menor concentración de metabolito. 
Rojo= expresión génica inducida/mayor concentración de metabolito.  




D11 se caracteriza por pesentar una acidez en el zumo 
inferior a Clementina de Nules sin observarse diferencias 
significativas (P<0.05) en los demás valores fenotípicos estudiados 
(vease III. 3.3.2). 
Se estudiaron los cambios en el transcriptoma del genotipo 
D11 durante una campaña, en septiembre y noviembre. Se analizaron 
los resultados considerándose como réplicas las hibridaciones de 
septiembre y de noviembre, estudiando las rutas cuya alteración 
resultó similar en las dos fechas. El número de sondas expresadas 
diferencialmente (FDR<0.05) fue de 1441: 357 inducidas y 984 
inhibidas respecto a Clementina de Nules. 
El analisis del transcriptoma del genotipo D11 sugirió cambios 
en la expresión génica de varias rutas destacándose el ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos, la glicólisis/gluconeogénesis y la síntesis 
de etileno. De esta última, al contrario que en Z46, se encontraron 
inducidos los dos ultimos pasos en la síntesis de etileno: la expresión 
de ACC oxidasa (EC 1.14.17.4) y ACC sintasa (EC 4.4.1.14), 
sugiriendo un adelanto en la maduración del fruto. 
Varios genes del ciclo de los ácidos tricarboxílicos se 
encontraron inhibidos: piruvato dehidrogenasa (EC 1.2.4.1), isocitrato 
dehidrogenasa (EC 1.1.1.42), 2-oxoglutarato dehidrogenasa (EC 
1.2.4.2), succinato dehidrogenasa (EC 1.3.99.1) y malato 
dehidrogenasa (EC 1.1.1.37). De los ácidos participantes en el ciclo, la 
concentración de ácido cítrico y ácido fumárico en el zumo fue un 
21,23% y un 28,89% significativamente menor (P<0,05) respecto a 






















De la ruta de degradación de citrato vía GABA también se 
encontraron inhibidas la expresión de los genes que codifican para 
glutamato sintasa (EC 1.4.7.1) y GABA aminotransferasa (EC 
2.6.1.19) así como reacciones adyacentes como la expresión de 
aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1) que sintetiza glutamato y 
oxalacetato a partir de aspartato y 2-oxoglutarato, la conversión de 
glutamato a glutamina mediante glutamina sintasa (EC 6.3.1.2) o 
anthranilato sintasa (EC 4.1.3.27). Paralelamente se observó una 
sobreexpresión de isocitrato liasa (EC 4.1.3.2) que cataliza la 
conversión de ácido isocítrico en glioxilato y succinato. De hecho, la 
concentración de ácido succínico en el zumo en el genotipo D11 fue 


















































Figura IV-22: Concentración de 
ácido cítrico en zumo del 
genotipo D11 (  ) y su control     
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-23: Concentración de 
ácido fumárico en zumo del 
genotipo D11 (  ) y su control    
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 



















Pese a que la concentración de ácido succínico en el 
genotipo D11 fue significativamente superior a Clementina de Nules, 
la suma total de ácidos continuó siendo inferior porque la 
contribución de este ácido a la acidez total es muy baja. La menor 
concentración de ácidos en el fruto podria relacionarse con la 
inhibición de mecanismos antioxidantes. De hecho, en la pulpa del 
mutante D11 se inhibieron monodehidroascorbato reductasa (EC 
1.6.5.4) y glutation dehidrogenasa (EC 1.8.5.1) ambas involucradas 
en mecanimos de defensa frente a estrés oxidativo (Gill y Tuteja 
2010). 
En este mutante, las primeras reacciones de la ruta de la 
gluconeogénesis parece que se encontraron inhibidas (Figura IV-27). 
La concentración de sacarosa en el zumo fue significativamente 
menor (P<0,05) mientras que las concentraciones de fructosa y 
glucosa fueron similares a Clementina de Nules (Figura IV-25). 
Figura IV-24: Concentración de 
ácido succinico en zumo del 
genotipo D11 (  ) y su control    
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 











































Otra ruta que particularmente se vió alterada en el genotipo 
D11 fue el metabolismo del ácido -linolénico. Las lipoxigenasas 
son enzimas que actúan en esta ruta y que están involucradas 
específicamente en la maduración contribuyendo a una menor 
firmeza del fruto (Kurt 1997) y a la transformación de lípidos en 
aromas (Leone y cols 2006). En el genotipo D11 la expresión de 
lipoxigenasa (EC 1.13.11.12) y de hidroperoxido hidratasa (EC 


























Figura IV-25: Concentración de 
fructosa (FRU), glucosa (GLU) y 
sacarosa (SAC)  en zumo del 
genotipo D11 (  ) y su control (  ) en 
noviembre 225 DDA. Letras 
diferentes indican diferencias 











Del estudio del transcriptoma de D11 se puede sugerir que 
la síntesis de ácido cítrico está inhibida en el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos asi como la ruta de degradación vía GABA, los 
primeros pasos de la gluconeogénesis y algunos mecanismos 
antioxidantes. Por otro lado parece inducirse el metabolismo del 
ácido -linolénico, la síntesis de etileno y la síntesis de succinato 
a partir de isocitrato. Los resultados de expresión génica son 
coherentes con la cuantificación de azúcares y ácidos. El zumo de los 
frutos del mutante D11 contiene igual cantidad de fructosa y glucosa, 
más sacarosa, menos ácido cítrico, menos ácido fumárico y más ácido 
succínico que Clementina de Nules. La Figura IV-27 resume los 
resultados de expresión génica asociado al metabolismo de los ácidos 









Figura IV-26: Esquema de las reacciones catalizadas por 
lipoxigenasa, hidroperoxido hidratasa y allene-oxido ciclasa en 
el metabolismo del ácido linolénico en el mutante D11. Rojo= 























Figura IV-27: Alteraciones de la expresión génica y de algunos metabolitos en el genotipo D11 
respecto a Clementina de Nules (P<0,05). 
Verde= expresión génica inhibida/menor concentración de metabolito. 
Rojo= expresión génica inducida/mayor concentración de metabolito.  




El genotipo de I09 se caracteriza por una acidez en zumo 
superior y un índice de madurez interna inferior a Clementina de 
Nules.  
Se cuantificaron los principales ácidos y azúcares del zumo 
de los cítricos y se estudiaron los cambios en el transcriptoma del 
genotipo I09 durante una campaña considerándose como réplicas las 
hibridaciones realizadas en octubre y noviembre. Se estudiaron las 
rutas cuya alteración resultó similar en las dos fechas. El número de 
sondas expresadas diferencialmente (FDR<0.05) fue de 2378: 1037 
















Aunque no se observó alteración en la síntesis de ácido 
cítrico en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos se encontraron 
inhibidos varios genes de la ruta de degradación vía GABA: 

















































Figura IV-28: Concentración 
de ácido cítrico en zumo del 
genotipo I09 (  ) y su control   
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
 
Figura IV-29: Concentración 
de ácido isocítrico en zumo 
del genotipo I09 ( ) y su 
control (  ) en noviembre 225 
DDA. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 




2.6.1.19). Esta inhibición podria haber contribuido a la acumulación 
de ácido cítrico y ácido isocítrico en el zumo de I09 (Figura IV-28 y IV-
29). Asi, la concentración en los frutos del mutante I09 de ácido 
cítrico y de ácido isocítrico fue un 19,49% y un 75,15% 
significativamente mayor (P<0.05) al control (Figura IV-28 y IV-29). 
Por el contrario, la concentración de ácido fumárico en I09 fue un 
38,8% significativamente inferior (P<0,05) a Clementina de Nules 
(Figura IV-30). Los contenidos de ácido málico y ácido succínico en el 
zumo de I09 fueron similares al control (ver Anexo VII).  
El menor contenido de ácido fumárico en el zumo resultó 
coherente con la inhibición observada de succinato dehidrogenasa 
(EC 1.3.99.1) que cataliza la conversión de succinato en fumarato asi 
como de arginosuccinato liasa (EC 4.3.2.1) que cataliza la conversión 








































Figura IV-30: Concentración de 
ácido fumárico en zumo del 
genotipo I09 (  ) y su control     
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
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La gluconeogénesis, otra de las principales rutas 
estudiadas, también se encontró inhibida en I09. En esta ruta se 
sintetizan glucosa y sacarosa. La concentración de glucosa en el 
zumo de I09 fue un 10,3% menor que Clementina de Nules (Figura 
IV-31) mientras que la de sacarosa fue mayor un 16,9%,siendo estas 
diferencias estadísticamente significativas (P<0,05) (Figura IV-32). 
Estando inhibida la gluconeogénesis, la mayor concentración en 
glucosa podria deberse a su síntesis a partir de maltosa ya que la 
expresión de -glucosidasa (EC 3.2.1.20) que sintetiza -D-glucosa a 
partir de maltosa se encontraron inducidas en I09 respecto a 

























































Figura IV-30: Concentración 
de glucosa en zumo del 
genotipo I09 (  ) y su control   
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
 
Figura IV-31: Concentración 
de sacarosa en zumo del 
genotipo I09 (  ) y su control   
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 




En resumen, el genotipo I09 parece tener reducido el ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos, la degradación de ácido cítrico vía 
GABA y la gluconeogénesis. Los resultados de expresión génica en el 
mutante I09 resultan coherentes con la concentración de ácidos y 
azúcares cuantificados. Los resultados de expresión génica asociados 
al metabolismo de los ácidos y de los azúcares del mutante I09 se 























Figura IV-32: Alteraciones de la expresión génica y de algunos metabolitos en el genotipo I09 
respecto a Clementina de Nules (P<0,05). 
Verde= expresión génica inhibida/menor concentración de metabolito. 
Rojo= expresión génica inducida/mayor concentración de metabolito.  




El genotipo H03 se caracteriza por una menor acidez y un 
menor contenido de SST en el zumo (vease apartado III.3.3.4). 
Durante una campaña, en septiembre y noviembre, se 
estudiaron las rutas que estuvieron alteradas de forma similar en las 
dos fechas. El número de sondas expresadas diferencialmente 
(FDR<0.05) fue de 2750: 1307 inducidas y 1443 inhibidas respecto a 
Clementina de Nules. 
Se encontraron reprimidos varios genes del ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos: piruvato dehidrogenasa (EC 1.2.4.1), 
aconitasa (EC 4.2.1.3), lipoico transsuccinasa (EC 2.3.1.61), 
succinato dehidrogenasa (EC 1.3.99.1) y malato dehidrogenasa (EC 
1.1.1.37). Esto sugiere una represión de la síntesis de ácidos en el 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos. También se inhibieron los genes 
que codifican para aconitasa y glutamato decarboxilasa, involucradas 






































Figura IV-33: Concentración de 
ácido cítrico en zumo del 
genotipo H03 (  ) y su control   
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 




La concentración de ácido citrico en el zumo de H03 fue de 
5,42 g/l, significativamente menor (P<0,05) a los 6,71 g/l del control 
(Figura IV-33).  
Las concentraciones de ácido fumárico y ácido succínico 
fueron respectivamente tres y nueve veces superiores al control, 
siendo estas diferencias estadísticamente significativas (P<0,05) 
(Figura IV-34 y IV-35) mientras que las concentraciones de ácido 
















La mayor concentración de ácido succínico en el zumo se 
relacionó con la inducción observda en el mutante H03 de isocitrato 
liasa (EC 4.1.3.1) que sintetiza succinato a partir de isocitrato, 
activándose asi otra ruta de degradación del ácido cítrico además de 
la vía GABA. 
La contribución de ácido fumárico y de ácido succínico a la 


















































Figura IV-34: Concentración 
de ácido fumárico en zumo 
del genotipo H03 ( ) y su 
control (  ) en noviembre 225 
DDA. Letras diferentes 
indican diferencias 
significativas (µ ± E.S., 
P<0.05, n=3). 
 
Figura IV-35: Concentración 
de ácido succinico en zumo 
del genotipo H03 ( ) y su 
control (   ) en noviembre 225 
DDA. Letras diferentes 
indican diferencias 




ácido málico, por tanto, pese a que la concentración de ácido 
succínico y ácido fumárico fue mayor en H03 la acidez fue 

















El pH ácido de los frutos cítricos probablemente desencadena 
mecanismos antioxidantes para su regulación como ascorbato 
peroxidasa (EC 1.11.1.11). H03 es un genotipo con frutos menos 
ácidos que Clementina de Nules y al contrario que en los genotipos de 
acidez alta: Z46 e I09, en H03 la expresión génica de ascorbato 
peroxidasa se reprimió. 
La glicólisis y la gluconeogénesis también se reprimieron. 
La inhibición de la ruta de la gluconeogénesis fue coherente tanto con 
el menor contenido en SST (ºBrix) del fruto como con la cuantificación 
de los azúcares mayoritarios. En H03 la concentración de fructosa, 
glucosa, sacarosa fue un 31.21% un 23.04% y un 75.73% inferior 
Figura IV-36: Suma de las 
concentraciones de ácido 
cítrico, ácido isocítrico, ácido 
málico, ácido fumárico y ácido 
succínico en zumo del 
genotipo H03 (  ) y su control  
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 




















respectivamente comparándolo con el control (Figura IV-37). Asi como 
en Z46 la concentración de inositol fue superior al control, en H03 la 
concentración fue similar (ver Anexo VIII). La diferencia parece 
deberse a que en Z46 varios genes relacionados con el metabolismo 

















Los resultados anteriores muestran que el mutante H03 
parece tener reducida la síntesis de ácido cítrico en el ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos, así como mecanismos antioxidantes y la 
gluconeogénesis. Por otro lado la síntesis de succinato a partir de 
isocitrato parece encontarse inducida. En resumen, en el mutante 
H03 las concentraciones de ácidos y azúcares cuantificados en zumo 
resultaron coherentes con los resultados de expresión génica. La 
Figura IV-38 resume la expresión génica asociada al metabolismo de 
los ácidos y los azúcares del genotipo H03. 
Figura IV-37: Concentración de fructosa 
(FRU), glucosa (GLU) y sacarosa (SAC) del 
zumo del genotipo H03 (  ) y su control        
( ) en noviembre 225 DDA. Letras 
diferentes indican diferencias 










































Figura IV-38: Alteraciones de la expresión génica y de algunos metabolitos en el genotipo H03 
respecto a Clementina de Nules (P<0,05). 
Verde= expresión génica inhibida/menor concentración de metabolito. 
Rojo= expresión génica inducida/mayor concentración de metabolito.  




El mutante J59 se caracteriza por un menor contenido en 
ácidos en el zumo y un mayor índice de madurez del fruto respecto a 
Clementina de Nules. 
El número de sondas expresadas diferencialmente 
(FDR<0.05) en noviembre (225 DDA) fue de 922: 82 inducidas y 840 
inhibidas respecto a Clementina de Nules. Entre las principales rutas 
alteradas cabe destacar la glicólisis. Se observó inducción de una de 
sus enzimas específicas, 6-fosfofructoquinasa (EC 2.7.1.11). La 
inducción de la glicólisis que cataboliza azúcares y la represión de la 
gluconeogénesis que los sintetiza resultaron coherentes con el menor 
contenido en sacarosa en zumo del genotipo J59 respecto a 
















La concentración de fructosa y glucosa en J59 fueron 









































Figura IV-39: Concentración 
de sacarosa en zumo del 
genotipo J59 (  ) y su control  
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-40: Concentración de 
inositol en zumo del genotipo 
J59 ( ) y su control ( ) en 
noviembre 225 DDA. Letras 
diferentes indican diferencias 





codifica para inositol 3P-sintasa (EC 5.5.1.4) que cataliza la 
conversión de -D-glucosa-6P a 1D-myo-inositol-3P se reprimió en el 
mutante J59. El menor contenido de inositol en el zumo de J59 
respecto a su control (Figura IV-40) resultó coherente con la represión 

















El ciclo de los ácidos tricarboxílicos se reprimió en J59. La 
concentración de ácido cítrico, ácido málico y ácido isocítrico en el 
mutante J59 fueron respectivamente un 44,91%, 45,99% y 73,55% 
significativamente inferiores (P<0,05) respecto a su control (Figura IV-

















































Figura IV-41: Concentración 
de ácido cítrico en zumo del 
genotipo J59 (  ) y su control   
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
 
Figura IV-42: Concentración de 
ácido isocítrico en zumo del 
genotipo J59 (  ) y su control    
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 



















Aunque el contenido 
en zumo de ácido fumárico y 
ácido succínico en J59 fue 2 y 
8 veces superior al control 
(Figura IV-44 y IV-45), su 
contribución a la acidez total 
fue minoritaria. Asi, la suma de 
los ácidos continuó siendo 
significativamente inferior 
(P<0,05) al control resultando 








































































Figura IV-43: Concentración de 
ácido málico en zumo del 
genotipo J59 (   ) y su control   
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
 
Figura IV-44: Concentración 
de ácido fumárico en zumo del 
genotipo J59 (   ) y su control 
( ) en noviembre 225 DDA. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
Figura IV-45: Concentración 
de ácido succínico en zumo 
del genotipo J59 ( ) y su 
control (  ) en noviembre 225 
DDA. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n=3). 
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La biosíntesis de flavonoides estuvo inhibida en J59 asi 
como el primer paso de la biosíntesis de antocianinas. El genotipo 
J59 caracterizado por una menor acidez en el fruto durante su 
maduración mostró represión de la expresión de ascorbato peroxidasa 
(EC 1.11.1.11), enzima que se induce como respuesta a estrés. La 
menor acidez del fruto de J59 seguramente genera un ambiente 
menos estresante. En el mutante J59 se encontraron reprimidas la 
expresión de los genes que codifican para ascorbato peroxidasa, la 














En resumen, en el mutante J59 parece tener inhibida la 
síntesis de ácido cítrico en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, 
mecanismos antioxidantes y la gluconeogénesis. Los resultados de 
expresión génica resultan coherentes con la concentración de ácidos y 
azúcares cuantificados en el zumo de J59. La Figura IV-47 resume la 
expresión génica del mutante J59 asociado el metabolismo de los 
ácidos. 
Figura IV-46: Ruta parcial de la biosíntesis de los flavonoides. 
Flechas en verde indican inhibición de la expresión génica en 






















Figura IV-47: Alteraciones de la expresión génica y de algunos metabolitos en el genotipo J59 
respecto a Clementina de Nules en noviembre 225 DDA (P<0,05). 
Verde= expresión génica inhibida/menor concentración de metabolito. 
Rojo= expresión génica inducida/mayor concentración de metabolito.  




 El análisis global de expresión génica y las determinaciones de 
ácidos y azúcares en 5 genotipos mutantes de Clementina de 
Nules con la concentración de estos compuestos alterada ha 
permitido identificar 161 genes correlacionados con los procesos 
de maduración del fruto.  
 El análisis también permite sugerir que durante el periodo de 
maduración de septiembre a noviembre la síntesis de citrato se 
reduce. Por otro lado se incrementa el catabolismo del mismo a 
través de la activación de la ruta GABA y de las interconversiones 
mitocondriales. En paralelo se activa a su vez la gluconeogénesis y 
la síntesis de etileno. 
 Es interesante señalar que la degradación de cítrico produce 
oxalacetato, uno de los substratos de fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa. Esta observación sugiere que se podría redirigir el 
flujo de carbono hacia la síntesis de azúcares, conectando ambos 
procesos. 
 Las pertinentes comparaciones de cada uno de los 5 mutantes con 
este esquema anterior sugiere que:  
a) El mutante Z46 que se caracteriza por una acidez 
elevada en sus frutos parece presentar una reducción de 
la ruta de degradación de GABA y una activación 
mitocondrial de la síntesis de citrato. 
b) Los mutantes D11 y H03 que están ambos 
caracterizados por una reducción de la acidez en sus 
frutos parecen presentar una inhibición general de la 
síntesis y metabolismo del ácido cítrico. 
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c) El mutante I09 que se caracteriza por una acidez 
elevada en sus frutos parece presentar una reducción de 
la actividad de la ruta de degradación de GABA. 
d) El mutante J59, también caracterizado por una 
reducción de la acidez en sus frutos, presenta unas 
alteraciones en la ruta del ácido cítrico semejantes a las 
de D11 y H03, aunque se diferencia de ellos por una 


































V. Mapeo de deleciones del genotipo Z46 
en el genoma de Clementina mediante 






















































V. Mapeo de deleciones del genotipo Z46 en el genoma de 
Clementina mediante aCGH y FISH. 
V.1. Introducción: 
El genotipo Z46 procede de una irradiación con neutrones 
rápidos a la dosis de 10 Gy. Los neutrones rápidos son mutágenos 
físicos que generan deleciones genómicas (Kodym y cols 2003). Por 
tanto es esperable que el genotipo sea hemicigótico, es decir, que uno 
de los dos cromosomas homólogos no tenga parte de su secuencia 
génica. La naturaleza del tipo de daño esperable en el genoma de este 
mutante condicionó la utilización de determinadas herramientas 
genómicas para su detección. Mientras que por un lado impidió el uso 
de métodos de sustracción genómica por otro permitió una estrategia 
basada en la hibridación con micromatrices. El éxito en la detección 
de genes mutados depende de la proporción de genoma que cubra la 
micromatriz, el tamaño de la deleción y lo complejo que sea el genoma 
hibridado. El método citogénetico descrito como Hibridación Genómica 
Comparativa (CGH) ha sido empleado para analizar el cambio en el 
número de copias de una secuencia de ADN por una ganancia o 
pérdida de ésta, debido a deleciones, duplicaciones o amplificaciones 
que se producen en la formación de tumores (Kallioniemi 1992). Tras 
la aparición de este método, pronto se hicieron nuevos avances en el 
estudio del cáncer para conocer su naturaleza. Una de estas 
consecuencias fue su aplicación en la tecnología de los micromatrices 
mediante la hibridación de ADN genómico de células tumorosas con 
ADN control o normal. Como consecuencia, esta técnica se denomina 
array-CGH (aCGH). Básicamente, esta técnica fue descrita como un 
método de análisis en la variación del numero de copias de ADN de 
alta resolución en la detección de enfermedades relacionadas con 
alteraciones genómicas (Pinkel 1998). Hay varios ejemplos que 
 
 156
corroboran esta afirmación, como la comprobación de la dosis génica 
en el cromosoma X de una región pseudoautosomal mediante la 
utilización de un micromatriz de ADN para estudiar el síndrome 
Klinefelter como modelo de anomalía cerebral (Geschwind 1998) u 
otras enfermedades mentales (Seo EulJu y cols 2010). Pero esta 
técnica no ha sido únicamente empleada en el campo de la medicina, 
también ha sido aplicada satisfactoriamente en especies vegetales 
como Arabidopsis y Oryza para detectar duplicaciones de genes (Fan 
2007) y variaciones en el número de copias (Beló y cols 2010). En 
cítricos, recientemente ha sido descrito un trabajo con éxito, en el que 
se han caracterizado largas deleciones hemicigóticas (Rios y cols 
2008). Por tanto, este método ha demostrado ser adecuado para 
estudiar los desequilibrios cromosómicos en plantas y parece ser lo 
suficientemente preciso para la caracterización molecular de las 
deleciones genómicas del mutante Z46 procedente de irradiación. 
Otro método citogenético descrito como Hibridación 
Fluorescente in situ (FISH) también ha sido empleado en estudios de 
polimorfismo (Kim y cols 2002; Kang y cols 2008) y en la detección de 
alteraciones genómicas en plantas (Pagel y cols 2004). En estos 
estudios, los materiales vegetales empleados preferentemente son los 
meristemos apicales de los ápices de las raíces (Kim y cols 2002; 
Moraes y cols 2008). En este caso, este material vegetal no se 
encontró disponible puesto que los genotipos de la colección proceden 
de la irradiación de yemas reproducidas vegetativamente mediante 
injerto y por tanto se recurrió a las yemas axilares como material 
vegetal. En cuanto a las sondas a utilizar, la más empleada en 
estudios de polimorfismos son las sondas específicas de ADN 
ribosómico 45S y más recientemente los clones BACs (Bacterial 
Artificial Chromosome) (Kang y cols 2008; Moraes y cols 2008). Las 
hibridaciones FISH empleando ADN ribosómico 45S como sonda no 
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han sido realizadas sobre Clementina de Nules, si bien en otras 
especies de Citrus se ha encontrado un alto grado de polimorfismo 
(Kang y cols 2008). El éxito de la hibridación con BAC es dependiente, 
entre otros factores, del tamaño de la misma. En plantas, el menor 
tamaño de BAC que ha sido empleado fue relativamente pequeño 
entre 130 kb y 150 kb (Hanson y cols 1995; Kim y cols 2002). 
En el presente trabajo se pretende detectar deleciones en el 
genotipo Z46 mediante aCGH y mapearlas en el genoma de 
Clementina. Para ello se pondrá a punto la herramienta de FISH 
empleándose como material vegetal yemas axilares de Clementina y 
como sonda en primer lugar una sonda específica para la localización 
cromosómica de la familia multigénica de ADN ribosómico y 
posteriormente un clon BAC de tamaño relativamente pequeño, 
120kb, que contenga una secuencia delecionada de Z46 permitiendo 




V.2.1. Material vegetal. 
Con el objetivo de disponer de réplicas biológicas 
independientes del genotipo Z46, éste fue replicado mediante injerto 
en plancha en otra parcela diferente a la del mutante Z46 original. 
Tanto para los estudios de CGH como de FISH, se empleó el material 
vegetal proveniente de tres de estas réplicas biológicas del genotipo 
Z46 y de su parental Clementina de Nules situado sobre el mismo pie 
que Z46. 
Para el análisis de PCR a tiempo real y cuantificación de 
ácido indol ácetico se empleó pulpa de frutos del mutante Z46 y de 
Clementina de Nules situada sobre el mismo pie que Z46. 
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Para el CGH y la cuantificación de la dosis génica mediante 
PCR a tiempo real se emplearon hojas adultas de un año de edad. 
Para el FISH se emplearon yemas axilares de Clementina de 
Nules como control y yemas axilares del genotipo Z46. 
 
V.2.2. Extracción de ADN. 
Las hojas fueron trituradas con nitrógeno líquido y conservadas 
a –80ºC. La extracción se realizó empleándose un kit de Qiagen 
(DNeasy Plant Mini Kit, Cat no. 60104, Qiagen) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La calidad del ADN se evaluó mediante 
espectrofotometría de UV (Nanodrop ND-100) y electroforesis en gel de 
agarosa (Sambrook y cols 1989). 
 
V.2.3. Hibridación genómica comparativa (CGH). 
Se empleó la micromatriz de 20K específica de cítricos 
generada por el CFGP (Martínez-Godoy y cols  2008). El CGH se 
realizó en las réplicas biológicas del genotipo Z46. Para paliar el 
posible sesgo por afinidad de los spots a uno de los fluoróforos se 
realizaron tres hibridaciones “normales” entendiéndose como tales 
aquellas en las que el ADN control es marcado con el fluoróforo Alexa-
555 y el ADN mutante con Alexa 647 y tres hibridaciones “dye-swap” 
las que el ADN control es marcado con Alexa 647 y el ADN mutante 
con Alexa 555. 
V.2.3.1. Marcaje con fluoróforos. 
Un total de 4 g de ADN obtenido como se ha descrito en el 
apartado V.2.2. fue marcado con fluoróforos mediante el kit de 
Invitrogen (BioPrime Plus Array CGH Indirect Genomic Labeling 





V.2.3.2. Hibridación de las micromatrices. 
La micromatriz de 20K requirió una prehibridación. Para ello, 
se sumergió durante 1 hora a 42ºC en un tampón de prehibridación 
(SSC 5X, SDS 0.3%, BSA 1%). A continuación se realizaron 3 lavados 
con agua de 5 min cada uno a temperatura ambiente (RT) y se 
centrifugó durante 3 min a 300 rpm para secarlo. Paralelamente, se 
mezclaron 300 pmol de cada pareja de muestras (mutante y control) 
para cada micromatriz y se concentraron hasta un volumen de 10 l. 
Las muestras se calentaron a 97ºC durante 5 min y se les añadió 50 
l de tampón de hibridación (Formamida 50%, SSC 4X, SDS 0.3% y 
ADN de esperma de salmón 1 g/ml). La mezcla resultante se 
depositó sobre la superficie de la micromatriz y se incubó durante 18 
h a 42ºC en oscuridad. Tras la incubación se realizaron varios 
lavados: dos lavados con SSC 2X + SDS 0.03% a 42ºC durante 5 min; 
2 lavados de 5 min con SSC 0.1X + SDS 0.1%; 3 lavados de 2 min con 
SSC 0.1X y un último lavado de 10 segundos con SSC 0.01X. La 
micromatriz se secó mediante centrifugación a 300 rpm durante 3 
min a temperatura ambiente. 
 
V.2.4. Análisis y adquisición de los datos. 
La difitalización y la selección de los spots se llevaron a cabo 
como se ha descrito en el apartado IV.2.4.3. Los datos obtenidos se 
analizaron mediante el programa estadístico R. Para la identificación 
de las sondas con indicación del número de copias alteradas en el 
genotipo Z46 se empleó el programa Limma (Smith, 2005) usando 
principalmente la función Quantile (Bolstad y cols 2003; Yang y 
Thorne 2003). Los P-valores asociados a los estadísticos fueron 
corregidos por múltiples comparaciones utilizando el procedimiento 
de Benjamini y Hochberg (Reiner y cols 2003). Se consideraron 
 
 160
diferencias significativas para medir el número de copias de un gen 
aquellas que tuvieron asociado un P-valor inferior a 0,05 y una M 
inferior a -0,5 definiendo el parámetro M como: M=log2 (R/G), donde 
R es la intensidad de señal de Z46 y G la intensidad de señal de 
Clementina de Nules. 
 
V.2.5. Análisis de los cambios en el transcriptoma del genotipo 
Z46. 
Se emplearon los resultados de los cambios en el transcriptoma 
del mutante Z46 obtenidos en el apartado IV.3.3.2. 
 
V.2.6. Medida de dosis géncia mediante PCR a tiempo real. 
La concentración de ADN de las muestras se determinó mediante 
ensayos fluorométricos mediante el kit “Quant-IT PicoGreen dsDNA 
reagent” (Molecular Probes, Ref. P7589) siguiendo las instrucciones 
del fabricante y utilizando el fluorímetro Fluostar Galaxy de BMG 
Labtechnologies (Offernbur, Alemania).  
La PCR cuantitativa a tiempo real se realizó con un instrumento 
LightCycler 2.0 (Roche), usando el kit “LightCycler Fast-Start DNA 
MasterPLUS SYBR Green I kit (Roche, Ref. 03515885001). Cada 
reacción individual de PCR contuvo 62.5 ng de ADN, 2 l de LC Fast-
Start DNA Master PLUS SYBR Green I (Roche, Ref. 03515885001) y 
0.5 l de cada solución de oligonucleótidos específicos de cada gen a 
5 M en un volumen total de 10 l. El protocolo de amplificación 
consistió en una preincubación de 10 min a 95ºC seguido de 45 ciclos 
de 20 segundos a 95ºC de desnaturalización, 10 segundos a 60ºC de 
alineamiento y 15 segundos a 72ºC de extensión. Los valores de 
intensidad de fluorescencia fueron adquiridos durante los pasos de 
extensión a 72ºC. La especificidad de la reacción se evaluó por 
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presencia de un pico individual en la curva de disociación después de 
la amplificación y la estimación del tamaño del producto amplificado.  
Las medidas de dosis génica se realizó mediante el método 2-C T  
(Livak y Schmittgen, 2001).Básicamente, este análisis relaciona el 
ratio de la secuencia objetivo en el mutante y en su parental y el ratio 
de la secuencia control en el mutante y en su parental. 
Se diseñaron oligos específicos de las secuencias de los genes 
delecionados obtenidos mediante aCGH e inhibidos en la pulpa del 
mutante Z46, empleando el software Primer3 (Rozen y Skaletsky 
2000) (frodo.wi.mit.edu/) (Tabla V-1). Los primers de la secuencia 
control se obtuvieron del EST aKN0AAQ6YB20RM1_c (Spot 040808). 
 
Tabla V-1: Oligonucleótidos utilizados como cebadores para la 









F 5’-AGCTCGCAGATGGACAGACT-3’ 125 
R 5’-AGCTCGCAGATGGACAGACT-3’ 
071818 
F 5’-TGTAACCATCTCTGGTGCTGA-3’ 131 
R 5’-GAACTCCATCCAGCATACCAG-3’ 
331816 
F 5’-GATTTGGCAAAACCACCAAG-3’ 67 
R 5’-TAGGATCTCTCACGCCTGCT-3’ 
370512 
F 5’-ATGGTGATGCAGCATTGAAC-3’ 76 
R 5’-TTCATGGCTCGTCTTGTGTC-3’ 
292920 
F 5’-TTGGACGCTGATCGAAGAAT-3’ 61 
R 5’-ACAATTGAACGGGCGATAGA-3’ 
330518 




V.2.7. Detección de ácido indol acético (AIA). 
La detección de AIA se realizó a partir de 5 gramos de pulpa 




V.2.8. Hibridación fluorescente in situ (FISH). 
 
V.2.8.1. Fijación y tinción del material vegetal. 
Las yemas axilares fueron sumergidas en 8-hidroxiquinoleina 
0,002 M y se incubaron a 10ºC durante 20-22h en oscuridad. A 
continuación se fijaron lavándolas 3 veces en etanol absoluto: ácido 
acetico glacial (3:1) y fueron conservadas a 4ºC hasta ser utilizadas. 
Posteriormente se realizaron dos lavados durante 5 minutos en agua, 
dos lavados en tampón citrato 1X de 5 minutos y dos lavados con una 
mezcla enzimática (Celulasa 5%, Pectinasa 2%, Citrato 1X) durante 5 
minutos. Se incubaron sumergidas en la mezcla enzimática durante 
una hora y  media a 37ºC. Tras la incubación se realizaron dos 
lavados con citrato 1X de 5 min seguidos de 2 lavados en agua de 5 
minutos. De cada yema se seleccionó el tejido meristemático y con 
acético al 50% se troceó sobre un portaobjetos. La gota acético-tejido 
se extrajo sobre la superficie del portaobjetos colocado sobre una 
superficie a 45ºC. La fijación se realizó mediante 3 lavados con etanol 
absoluto:ácido acético glacial (3:1) y posterior inmersión en ácido 
acético al 60% durante 15 min seguido de una inmersión de 10 
segundos en etanol absoluto.  
Las preparaciones cromosómicas fueron teñidas con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (2.5 g/ml) y se incubaron en oscuridad 
durante 20 minutos lavándose a continuación con agua y secándose 
posteriormente a temperatura ambiental. 
 
V.2.8.2. Marcaje de la sonda. 
Se emplearon dos tipos de sondas: el clon pTa71, 
conteniendo un fragmento EcoRI de 9Kb que incluye los genes de 
ARN ribosomal 18S-5,8S-26S y el espaciador intergénico (IGS) de 
Triticum aestivum (Gerlach y Bedbrook 1979) y el BAC CCH3010P17 
(bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/). El marcaje se realizó 
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empleándose el kit: Nick Translation Mix (Cat no: 11745808910, 
Roche). Para ello se incubó durante 90 min a 15ºC la mezcla de: 1 g 
de ADN en 12 l de agua y 4 l de Mix 5X dNTPS (2,5 l de dATP 2.5 
mM, 2,5 l de dCTP 2,5 mM, 2,5 l de dGTP 2,5mM, 0,25 l de dTTP 
2,5mM, 2,75 l de Biotin-16-dUTP 1mM y 14,5 l MQ), deteniéndose 
la reacción mediante su incubación a 62ºC durante 10 min y 
conservándose la sonda marcada a -20ºC hasta su uso. La calidad de 
la sonda marcada se determinó mediante test Dot-Blot. 
 
V.2.8.3. Hibridación in situ. 
A las preparaciones cromosómicas se les realizó dos lavados 
con 2X SSC durante 5 minutos cada uno. A continuación se 
deshidrataron mediante tres lavados consecutivos de dos minutos 
cada uno con etanol 70%, etanol 90% y etanol 100% dejándose secar 
a temperatura ambiental. Se incubaron a 37ºC durante una hora en 
solución de RNasa 0.0001 ppm en SSC 2X seguido de 3 lavados de 
cinco minutos en SSC2X. Se incubaron en solución con pepsina (1% 
de pepsina, en 1M de ácido clorhídrico) a 37ºC durante 30 minutos. A 
continuación se realizaron 3 lavados de 5 minutos en SSC2X y 1 
lavado de 10 min en paraformaldehido al 4% seguido de 3 lavados de 
5 minutos de SSC2X. Se deshidrataron mediante tres lavados de tres 
minutos cada uno con etanol al 70%, etanol al 90% y etanol 100% 
dejándolas secar a temperatura ambiental. La desnaturalización de 
los cromosomas se realizó a 68ºC sumergiéndolos durante dos 
minutos en formamida al 70% seguido de una deshidratación 
mediante tres lavados de cinco minutos con etanol 70%, etanol 90% y 
etanol 100% conservados a -20ºC y posteriormente secados a 
temperatura ambiental. El tampón de hibridación (50% formamida, 
20% (v/v) sulfato de dextrano, en 2X SSC, 1 g de ADN esperma de 
salmón, 1,25 l de sonda de BAC marcada y 50X de C0t-1) se preparó 
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incubándolo 10 min a 100ºC, seguido de una incubación a 37ºC 
durante 45 min, parándose la reacción sumergiéndolo en hielo). El 
C0t-1 fue obtenido a partir de hojas de Clementina de Nules 
siguiendo el protocolo descrito por Zwick y cols 1997. Las 
preparaciones cromosómicas se hibridaron adicionándoles 16,50 l 
de tampón de hibridación e incubándolas a 37ºC durante 16-24 
horas en cámara húmeda. 
 
V.2.8.4. Lavados post-hibridatorios de astringencia. 
Se realizaron dos lavados de cinco minutos con 2X SSC a 
temperatura ambiental seguidos de dos lavados de cinco minutos con 
2X SSC a 42ºC y un lavado de 10 minutos con formamida 50% a 
42ºC. Posteriormente se realizaron dos lavados de 5 minutos con 2X 
SSC y un lavado de cinco minutos con 4X SSC+0.2% Tween20. Las 
preparaciones se sumergieron en la solución de bloqueo 1 (BSA5% en 
SSC4X con 0.2% de Tween20) durante cinco minutos. 
 
V.2.8.5. Incubación con anticuerpos. 
Para amplificar la intensidad de señal se realizó la incubación 
de anticuerpos mediante el método del “triple sándwich”: las 
preparaciones cromosómicas se incubaron 30 minutos a 37ºC con 40 
l de solución de anticuerpos 1 (0,2 g Fluorescein avidin DCS (Cat 
no. A-201153967, Vector) en 4X SSC y 0,2% Tween20), seguido de 
tres lavados de dos minutos con 4X SSC y 0,2% de Tween20 a 37ºC. 
Las preparaciones cromosómicas se incubaron durante 5 minutos 
con la solución de bloqueo 2 (5% suero de cabra en 4X SSC y 0,2% 
Tween20). A continuación se incubaron durante 30 min a 37ºC con 
40 l de solución de anticuerpos 2 (0,2 g biotinylated-anti-avidin 
DC, (Cat no. BA-0300 53986, Vector) en SSC4X y 0,2% de Tween 20) 
seguido de tres lavados de dos minutos en 4X SSC y 0,2% de Tween 
20 a 37ºC. Se incubaron de nuevo otros 30 minutos a 37ºC con 40 l 
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de solución de anticuerpos 1 y se realizaron 3 lavados de dos minutos 
con 4X SSC y 0,2% de Tween20. En oscuridad las preparaciones 
cromosómicas fueron contra-teñidas con DAPI (2,5 g/ml) durante 
ocho minutos, seguidos de un lavado con agua, secándose al aire y 
montadas sobre los portas con un medio de montaje que evita el 





V.3. Resultados y discusión. 
V.3.1. Detección y mapeo de deleciones en el genotipo Z46. 
Mediante CGH realizado con el genotipo Z46 frente a su 
parental, Clementina de Nules, se obtuvieron 118 genes con una M 
inferior a -0,50 y un p-value inferior a 0,05. Mediante comparación de 
sus secuencias con el genoma de Clementina (www.phytozome.net) 
se localizaron: 13 de ellos en el cromosoma 1, 13 en el cromosoma 2, 
24 en el cromosoma 3, 7 en el cromosoma 4, 16 en el cromosoma 5, 
10 en el cromosoma 6, 13 en el cromosoma 7, 7 en el cromosoma 8 y 
13 en el cromosoma 9. A diferencia de lo observado en otros genotipos 
de cítricos irradiados con neutrones rápidos donde se detectaron 
largas deleciones (Rios y cols 2008), en el genotipo Z46 los genes 
delecionados se encontraron dispersos por todo el genoma aunque se 
observaron algunas zonas más dañadas que otras como el extremo 
del cromosoma 5 (Figura V-1). 
Algunos de los genes que se encontraron en hemicigosis no 
provocaron un efecto directo sobre su expresión porque su función 
fue compensada por el cromosoma homólogo. Sin embargo, cabe 
esperar que la ausencia de algunos de ellos tenga un efecto directo 
sobre la expresión de dicho gen. Por ello, se cruzó el listado de genes 
obtenido en el aCGH con el listado de las hibridaciones de 
























Figura V-1: Mapeo de los genes delecionados en Z46  obtenidos mediante CGH sobre el genoma de Clementina de Nules. 
En rojo se remarcan los genes cuya expresión génica también se encontró inhibida. En verde se remarcan los extremos del 


















































































































































































































De los 118 genes delecionados obtenidos mediante aCGH, 4 
mostraron su expresión génica inhibida (M< -0,5, FDR<0,05). 
Posteriormente se comprobó mediante qPCR que en 3 de ellos su 
dosis génica era la mitad que el parental, indicando por tanto que 
estos 3 genes estaban delecionados en el genotipo Z46 (Tabla V-1). 
De los tres genes, uno correspondió al gen SGT1, necesario para 
que el ácido indol acético (IAA) se degrade (Gray y cols 2003). La 
concentración en pulpa de IAA en el mutante Z46 sin embargo fue 
inferior al de Clementina de Nules (datos no mostrados). La aplicación 
exógena de IAA produce un mayor crecimiento del fruto. Por tanto, el 
menor contenido de IAA en la pulpa del mutante podría resultar 
coherente con el menor tamaño del fruto de este genotipo (ver 
apartado III.3.3.1). 
 
Tabla V-1: Valores de CGH, de expresión génica en 
pulpa (mRNA) y dosis génica comprobada mediante 
PCR a tiempo real de genes de Z46. M=log2 (señal 
mutante/señal control). 
Spot Anotación M CGH M RNA Dosis génica 
071818 ADN binding protein -0,53 -0,63 0,44 
331816 Hipotetical protein -0,43 -0,52 0,49 
370512 SGT1 -0,80 -0,80 0,40 
292920 WD-40 repeat protein -0,61 -0,95 0,99 
330518 Predicted protein -0,51 -0,88 0.80 
 
V.3.2. FISH sobre el genotipo Z46 con sondas BAC. 
En los estudios citogenéticos mediante FISH el material vegetal 
empleado en plantas generalmente son los ápices de raíces (Kim y 
cols 2002; Moraes y cols 2008). Al proceder el genotipo Z46 de una 
yema irradiada y encontrarse injertado sobre pie de Citrange carrizo 
no se dispuso de ápices de raíces, teniendo que emplearse yemas 
axilares para la realización de los estudios de localización 
cromosómicas de las sondas. El empleo de yemas axilares conllevó 
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una puesta a punto de la técnica. En primer lugar, se tomaron 
muestras de yemas axilares en 4 estadios diferentes de desarrollo, 
desde yemas axilares latentes hasta yemas axilares con brotes de 1 
milímetro de longitud (Figura V-2). Se seleccionó el estadio 2 porque 
fue donde encontramos un mayor número de células en división por 
preparación al realizar la fijación del material vegetal. En segundo 
lugar, se realizó una hibridación con sonda de ADN ribosómico 45S 
para testar las condiciones de la hibridación y por último se hibridó 










Al hibridar con sonda de ADN ribosómico 45S en la variedad 
de mandarina Clementina de Nules se obtuvieron resultados 
similares en células en interfase y en células en división. Se 
observaron tres sitios de hibridación de la sonda en tres cromosomas 
donde hibridó la sonda de ADN ribosómico 45S: una señal en la 
región pericentromérica de un cromosoma metacéntrico-
sub,metacéntrico y dos señales en la región telomérica en dos 
cromosomas submetacéntricos (Figura V-3). Estos resultados indican 
que la familia multigénica de ADN ribosómico 45S puede variar su 
número en el genoma como resultado de la amplificación y 
transposición a diferentes sitios en el genoma (Schubert y Wobus 
1985). Nuestros resultados concuerdan con estudios de FISH con la 
Figura V-2: Explantes de tallo con 
diferentes estadios de yema de 
Clementina de Nules. 
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sonda de ADN ribosómico 45S en otra variedad de mandarina, la 
variedad Ponkan que también da lugar a tres zonas de hibridación 























Una vez puesto a punto el proceso de fijación de las 
preparaciones cromosómicas y el marcaje, se procedió a realizar un 
FISH-BAC.  
Puesto que la sonda era de tamaño relativamente pequeño se 
empleó el marcaje de la misma con el método del triple sándwich, 
Figura V-3: Hibridación in situ de la sonda ADN ribosomal 
45S (verde) sobre cromosomas en metafase (A y B) y 
células en interfase (C y D) de Clementina de Nules 

















































descrito en el apartado V.2.5.5, para aumentar la intensidad de señal. 
Para ello se seleccionó la secuencia del spot 370512 correspondiente 
al gen SGT1b. Para incrementar la señal en la hibridación, se eligió 
como sonda en el FISH el BAC CCH3010P17que contenía dicho gen 
(bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/). Así, la secuencia de este 
BAC fue empleada como sonda en la hibridación in situ de 
cromosomas tanto del genotipo Z46 como de su parental Clementina 

























Figura V-4: Hibridación in situ de la 
sonda BAC CCH3010P17 sobre 
cromosomas contra-teñidos con DAPI 
de Clementina de Nules (A) y 
















Los resultados de la hibridación mostraron 4 puntos de 
hibridación correspondientes a 4 cromosomas diferentes en 
Clementina de Nules mientras que en el genotipo Z46 se observaron 3 
puntos correspondientes a tres cromosomas diferentes (Figura V-4). 
Los puntos de hibridación se observaron como señales de 
fluorescencia simples o dobles dependiendo de si la configuración del 
cromosoma en la preparación presentaba una o dos cromátidas 
visibles al observador. Los resultados obtenidos son compatibles con 
la presunción de que el BAC utilizado como sonda, hibrida con dos 
parejas de cromosomas con zonas de identidad similar. Así, dos 
cromosomas con zonas con secuencia semejante a la incluida en la 
BAC, producirían cuatro señales de hibridación mediante FISH, dos 
más intensas que las otras dos. En el caso de que las cromátidas se 
encuentren ligeramente separadas, los cromosomas hibridados se 
visualizarían como dos puntos paralelos al eje del cromosoma, o con 
una única señal si no lo están. Por el contrario, si el mutante hubiera 
perdido un fragmento de cromosoma cabría esperar tres cromosomas 
con señal de hibridación ya que uno de ellos habría perdido la zona 











































Figura V-5: Esquema de la hibridación in situ realizado 
sobre el genotipo normal de Clementina y el mutante de 
irradiación Z46. Los resultados obtenidos, 4 cromosomas 
con marca en Clementina frente a 3 cromosomas en el 
mutante, son compatibles con la asunción de que el 
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El FISH por tanto mostró señal de hibridación de la secuencia 
del spot 370512 del análisis CGH que fue mapeado previamente en el 
extremo de uno de los cromosomas. Esta secuencia de hecho se 
localizó en el genoma de Clementina en un extremo del cromosoma 9 
(Figura V-1). 
En la Figura V- 6, se muestra una ampliación de un 
cromosoma marcado que muestra una señal doble de marca 
correspondiente a la presencia de dos cromátidas en el extremo del 
cromosoma. Como se explicó anteriormente, el BAC que se empleó 
como sonda incluía la secuencia del gen SGT1b. Así, las distintas 
evidencias presentadas (CGH, PCR y FISH) sugieren que el genotipo 



















Figura V-6: Hibridación in situ del clon 
BAC CCH3010P17 sobre el cromosoma 9 
de Clementina de Nules (izquierda). 
Esquema del cromosoma 9 (derecha). 



















 Se han detectado 118 genes delecionados en el mutante 
Z46 mediante CGH de los cuales, 13 se posicionan en el 
cromosoma 1, 13 en el cromosoma 2, 24 en el cromosoma 
3, 7 en el cromosoma 4, 16 en el cromosoma 5, 10 en el 
cromosoma 6, 13 en el cromosoma 7, 7 en el cromosoma 8 
y 13 en el cromosoma 9. La expresión de tres de los genes 
delecionados se encontró inhibida en la pulpa del fruto del 
genotipo Z46. 
 
 El análisis FISH con sonda de ADN ribosómico 45S mostró 
tres sitios de hibridación en los cromosomas de Clementina 
de Nules: una señal en la región periocentromérica y dos 
señales en la región telomérica indicando que la familia 
multigénica de ADN ribosómico 45S puede variar su 
número en el genoma como resultado de la amplificación y 
transposición a diferentes sitios en el genoma. 
 
 El análisis FISH con sonda BAC CCH3010P17, que 
contiene un gen delecionado en el genotipo Z46, mostró 4 
sitios de hibridación correspondientes a 4 cromosomas 
diferentes en Clementina de Nules mientras que en el 























VI. Identificación y expresión del gen 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y su 























































VI. Identificación y expresión del gen fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa y su implicación en el metabolismo de los 
ácidos del fruto.  
VI.1. Introducción. 
El enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) cataliza 
la decarboxilación de oxalacetato (OAA) generando fosfoenolpiruvato 
(PEP) según la reacción: 
 
Nucleosido trifosfato + OAA  nucleosido difosfato + PEP + CO2 
 
Hay dos tipos de PEPCK en función del nuclesido trifosfato que 
utilice: adenina (PEPCK-ATP EC 4.1.1.49) o guanina (PEPCK-GTP EC 
4.1.1.32) (Utter y Kolenbrander, 1972). PEPCK-GTP está presente en 
mamíferos, aves, peces, artrópodos, moluscos, nematodos y otras 
bacterias mientras que PEPCK-ATP está presente en las plantas con 
flores, ascomicetos, basidomicetos, algas y otras bacterias (Walter y 
Chen 2002). En plantas, su localización es exclusivamente citosólica 
(Watanabe y cols 1984) y la cantidad de proteina está estrictamente 
controlada, necesitando la presencia de Mn2+ y Mg2+ para su 
expresión (Chen y cols 2002). Se encuentra presente solo en ciertos 
tipos de células y su abundancia depende del estado de desarrollo 
(Leegood y Walker 2003). También está controlada por glucosa, que 
reprime la síntesis de PEPCK a concentraciones elevadas (Valera y 
cols 1194; Lea y cols 2001). El aminoácido glutamina puede bloquear 
el efecto represor de la glucosa (Lavoinne y cols 1996).  
En plantas, la reacción que cataliza PEPCK participa en varias 
rutas metabólicas: en la fotosíntesis, en el metabolismo de algunos 
aminoácidos como el aspartato, en el metabolismo del glioxilato y del 
piruvato, en el metabolismo de ácidos orgánicos (ciclo de los ácidos 
 
 180
tricarboxílicos) y en el de los azúcares (glicólisis y/o gluconeogénesis). 
Estos dos últimos son claves en la maduración de los frutos cítricos. 
Pese a participar en varias rutas metabólicas la función de 
PEPCK parece estar claramente establecida solo en algunos tipos de 
células. En semillas en germinación, PEPCK cataliza una reacción 
esencial de conversión de lipidos y amino ácidos en azúcares 
mediante la gluconeogénesis (Rylott y cols 2003). En hojas, puede 
funcionar como una decarboxilasa en los mecanismos de fijación de 
CO2 (Burnell y Hatch 1988). En otras células y tejidos, hay evidencias 
de que PEPCK juega un papel en el metabolismo de los compuestos 
nitrogenados (Leegood y walter 2003; Chen y cols 2004; Delgado-
Alvarado y cols 2007) como es la decarboxilación dependiente de 
aspartato vía PEPCK en hojas de maíz (Zea mays) (Wingler y cols 















De las rutas en las que interviene PEPCK, el metabolismo de 
los ácidos orgánicos y los azúcares son dos procesos de gran 
Figura VI-1: Esquema de la reacción donde intervienen 
PEPCK, PEPCL y PEPCL-K y principales rutas metabólicas en 
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relevancia en el desarrollo y la maduración de los frutos (Blanke y 
Lenz 1989; Famiani y cols 2009). En relación al metabolismo de los 
azúcares, estudios realizados durante la germinación en Arabidopsis 
indican que la expresión de sus dos genes (PCK1 (GeneID:829943) y 
PCK2 (GeneID:836696) aumenta junto con la producción de azúcares 
mediante la activación de la ruta de la gluconeogénesis (Rylott y cols 
2003). Complementariamente, en estudios de fijación de carbono en 
hojas transgénicas de arroz, especie de la cual hay anotados dos 
genes (GeneID:3052217; GeneID:4348268) se demostró una 
correlación positiva entre la actividad de PEPCK y la incorporación de 
carbono marcado a los compuestos malato, oxalacetato y aspartato, 
resultando un incremento en la sacarosa marcada a partir del malato 
marcado, corroborando que el carbono decarboxilado por PEPCK del 
OAA y sintetizado a partir del malato puede ser transferido a la 
sacarosa (Suzuki y cols 2000). Esto indica que el malato puede ser 
transformado en glucosa al activarse PEPCK mediante la ruta de la 
gluconeogénesis. La relación entre malato y PEPCK puede sugerirse 
de igual modo en el metabolismo de los ácidos orgánicos (Law y 
Plaxton 1995; Guillet y cols 2002). En estudios con tomate, en donde 
hay descrito un gen de PEPCK (GeneID: 543812) frutos con un 
elevado contenido en ácidos mostraron un incremento en la actividad 
de PEPCK durante la maduración del fruto. Resultados similares se 
observaron en frutos de uva, frambuesa y arándanos donde se 
incrementa la abundancia de proteína PEPCK al principio de la 
maduración, asociándosele un papel en la desasimilación del citrato 
y/o malato durante la maduración de estos frutos (Famiani y cols 
2005 2009). Sin embargo existen discrepancias en estos resultados ya 
que PEPCK también se indujo aun cuando no hubo desasimilación de 
malato o citrato (Famiani y cols 2005). En cultivo de células de 
Arabidopsis thaliana, se han relacionado cambios en el pH con la 
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expresión PEPCK, observándose que una mayor acidez del medio 
incrementa la expresión PEPCK y genera una reducción de protones 
(Zhi-Hui y cols 2008). A la inversa, a valores de pH alto, la expresión 
de PEPCK disminuye (Chen y cols 2004, 2008). En el caso de la pulpa 
de los frutos cítricos los valores de pH se situan entre 2.0 y 4.0 
(Nuray y cols 2003). Por tanto la activación de PEPCK a través de la 
regulación del pH celular podria formar parte del mecanismo de 
degradación de la acidez en los frutos cítricos (Cercós y cols 2006). De 
los ácidos orgánicos presentes en los cítricos durante distintos 
estados de desarrollo del fruto: ácido cítrico, ácido málico y ácido 
oxalacético (Ulrich 1971), el ácido cítrico y el málico son los 
mayoritarios (Karadeniz 2003). Algún estudio en Escherichia coli 
muestra una relación entre la producción del succinato y la inducción 
de la expresión de PEPCK (Kwon y cols 2008) aunque esta relación no 
ha sido estudiada en plantas. En conjunto, estos resultados sugieren 
que en los cítricos, podría existir una relación entre la degradación 
del ácido cítrico vía GABA que produce succinato y la inducción de 
PEPCK que podría activar la síntesis de azúcares vía la 
gluconeogénesis. Esta sugerencia permite relacionar el metabolismo 
de los ácidos orgánicos y los azúcares, los procesos clave en la 
maduración interna de los frutos cítricos. 
En resumen, PEPCK está presente en distintos tipos de 
frutos, sin embargo su función es incierta. En este trabajo se ha 
realizado un estudio de la expresión de PEPCK en cítricos en 
diferentes órganos, estadíos de desarrollo y en la pulpa de variedades 
de cítricos con el objetivo de estudiar el comportamiento de PEPCK a 
lo largo de la maduración y su posible relación con el metabolismo de 
los ácidos orgánicos y los azúcares. 
El enzima que cataliza la reacción contraria a PEPCK, 
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCL, EC 4.1.1.31) carboxila 
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fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato (Figura VI-1). Ésta cataliza 
la primera fijación del CO2 en las plantas C4 y CAM (O’0Leary 1982; 
Andreo y cols 1987). También una de las enzimas anapleróticas en 
muchos tejidos de las plantas, permitiendo el reabastecimiento de 
intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, como malato en 
células guarda y semillas. También tiene un papel, al igual que 
PEPCK, en la regulación del pH durante la asimilación de nitrógeno 
(Chen y cols 2008). Su actividad se controla mediante fosforilación en 
un proceso catalizado por fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa 
(PEPCL-K) (Fukayama y cols 2006). Su expresión se incrementa tanto 
con la disponibilidad de carbono como con la respuesta a 
incrementos en el pH celular en Arabidopsis (Chen y cols 2008). Por 
otro lado, PEPCL se inhibe por malato y se activa por glucosa-6P, 
pero la fosforilación causada por PEPCL-K reduce la sensibilidad al 
malato y la aumenta hacia la glucosa-6P (Chollet y cols 1996; Vidal y 
Chollet 1997; Nimmo 2003; Izui y cols 2004; Feria y cols 2008). En 
relación al papel de PEPCL en la regulación del pH celular hay 
estudios contradictorios (Nimmo 2003; Izui y cols 2004; Britto y 
Kronzucker 2005; Chen y cols 2008) señalando que los enzimas 
claves en la homeostasis del pH celular son fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa y fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa, más que 
fosfoenolpiruvato carboxilasa.  
La enzima que regula la fosforilación de PEPCL es 
fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa (PEPCL-K). Esta enzima está 
menos estudiada que PEPCL o PEPCK tanto a nivel proteico como 
génico. En plantas, la principal función asociada a ella es la 
modulación de la actividad de PEPCL haciendo que ésta sea más 
activa mediante su fosforilación (Nimmo 2003; Shenton y cols 2006; 
Chen y cols 2008; Meimoun y cols 2009). Esta regulación también ha 
sido descrita durante los procesos de maduración (Marsh y cols 
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2003). Pese a que no existen muchos estudios, algunos señalan que 
la modulación de PEPCL vía PEPCL-K se realiza a nivel 
posttranscripcional (Nimmno 2003; Izui y cols 2004). Su actividad 
también puede estar regulada por ciertos metabolitos, inhibiéndose 
por malato y activándose por glucosa y/o ácido abscísico (Feria y cols 
2008). Puesto que su actividad parece clave en la actividad de PEPCL 
y ésta es la enzima opuesta a PEPCK, se consideró como un gen 
interesante para ser estudiado por su posible papel en la maduración 
del fruto. Por tanto, en los cítricos, donde el pH celular del fruto 
alcanza valores muy bajos, la reacción catalizada por PEPCK y PEPCL 
podría ser un nexo de unión entre los ácidos orgánicos y los azúcares, 
los componentes cuya proporción condiciona el índice de madurez de 
sus frutos. 
En el presente capítulo se pretende identificar los miembros 
de las familias génicas de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, 
fosfoenolpiruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa 
y estudiar su expresión a lo largo de la maduración del fruto. Por otro 
lado, se pretende estudiar la posible relación entre la degradación de 
ácidos, la actividad de PEPCK y la acumulación de los azúcares en los 
frutos cítricos. Para ello, se han realizado tres experimentos:  
a) en el experimento 1 se caracterizó la expresión génica de 
los genes que codfician para PEPCK, PEPCL y PEPCL-K sobre 
diferentes variedades de cítricos, escogidas por tener una dinámica de 
maduración diferente entre si. 
b) en el experimento 2 se estudió el efecto del ácido cítrico y 
el ácido oxalacético sobre la expresión del gen que codifica para 
PEPCK. 
c) en el experimento 3 se analizó el efecto del ácido cítrico en 
el contenido de ácidos y azúcares del zumo mediante cultivo in vitro 




VI.2.1. Material vegetal. 
VI.2.1.1. Expresión génica. 
Se empleó la pulpa de los frutos de los genotipos de clementina 
Z46, I09, H03, D11 y J59, así como de las variedades de naranjas: 
Washington Navel (Citrus sinensis (L.) Osb), Valencia Late (Citrus 
sinensis (L.) Osb), Sucreña (Citrus sinensis (L.) Osb), de Limón (Citrus 
limón (L.) Buró.f), de mandarina Fortune (Citrus clementina Ex. Hort. 
Tanaka x Citrus reticulata, Blanca) y mandarina Clementina de Nules 
(Citrus clementina hort.ex tan.). Se tomaron muestran de al menos 
tres frutos en diferentes momentos a lo largo del estadio II y III de la 
maduración del fruto de estos genotipos. Los frutos fueron tomados al 
azar a partir de todas las orientaciones del árbol (norte, sur, este y 
oeste). Los frutos recolectados, fueron pelados y la pulpa resultante 
se trituró con nitrógeno líquido y se conservó a -80ºC hasta su uso. 
Los muestreos de los frutos tanto de los genotipos de la colección 
como de las variedades estudiadas fueron realizados en julio (100 
DDA), agosto (140 DDA), septiembre (170 DDA), octubre (200 DDA), 
noviembre (225 DDA), diciembre (275 DDA), febrero (295 DDA) y 
marzo (360 DDA), considerando el día 0 DDA el 1 abril. 
En la variedad Clementina de Nules, las medidas de expresión 
génica en hojas se realizaron sobre diferentes estados de desarrollo, 
considerándose hojas jóvenes las provenientes de brotes de menos de 
10 cm de longitud, hojas adultas las de 6 meses y hojas viejas las de 
1 año de edad. Las hojas se trituraron con nitrógeno líquido y se 
almacenaron a -80ºC hasta su uso. Se realizaron tres réplicas 
biológicas, considerando como tal una muestra homogénea 
correspondiente a una mezcla de al menos 30 hojas de cada tipo. Las 
muestras de raíz se efectuaron sobre raíces secundarias trituradas en 
nitrógeno líquido y conservadas a -80ºC hasta su uso. Se realizaron 
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tres réplicas biológicas considerándose como tal una muestra 
homogénea de tres árboles. 
 
VI.2.1.2. Efecto del ácido cítrico y el ácido oxalacético 
sobre la expresión del gen que codifica para 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. 
Se emplearon secciones de fruto de la variedad Clementina de 
Nules a 150 DDA, momento en el que para esta variedad ha 
alcanzado su máximo de acidez y a partir del cual la acidez del fruto 
va disminuyendo (Soler 2009). Se tomaron muestras de pulpa de las 
secciones de fruto de cada ensayo a la hora, a las 6 horas y a las 24 
horas, realizando tres réplicas biológicas por ensayo y muestreo, 
considerándose como tales la mezcla de tres frutos. La pulpa fue 
triturada con nitrógeno líquido y conservada a -80ºC hasta su uso. 
 
VI.2.1.3. Efecto del suplemento de ácido cítrico en el 
contenido de ácidos y azúcares del zumo. 
Se aislaron vesículas de zumo de los frutos procedentes de 
Clementina (Clementina de Nules) y de Valencia Late ambas con un 
índice de madurez de 8.0. Se realizaron al menos 3 réplicas biológicas 
por medio de cultivo testado, considerándose como réplica biológica la 
mezcla del contenido de unas 50 (± 5) vesículas de zumo (Murai y cols 
2000) cultivadas en la misma placa petri bajo las mismas condiciones 
de cultivo. 
 
VI.2.2. Extracción de RNA 
La extracción de ARN se realizó tal y como se ha descrito en 
el apartado IV.2.2 a partir de muestras de hoja, raíz o pulpa del 
material vegetal empleado descrito en el apartado VI.2.1.1. Para las 
muestras de hoja y raíz se emplearon 0.5 g de material fresco y para 
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las muestras de pulpa 2 g, modificando el volumen de tampón de 
extracción en hoja y raíz a 0.5 ml de TCES, 0.5 ml de fenol ácido y 
0.010 ml de -mercaptoetanol. 
 
VI.2.3. Cuantificación de RNAs mensajeros mediante análisis 
qRT-PCR. 
Se efectúo tal y como se ha descrito en el apartado IV.2.3. Los 
oligonucleótidos fueron diseñados a partir de secuencias disponibles 
en la base de datos del CFGP empleando el software Primer3 (Rozen y 
Skaletsky 2000) para su diseño (Tabla VI-1). 
 
Tabla VI-1: Oligonucleótidos utilizados como cebadores para 




Secuencia del oligonucleótido 
Tamaño del 
amplicón 
PEPCK1 F 5’-CAAGATTGGCAAGGACAACA-3’ 
109 
PEPCK1 R 5’-TTCCCAAACCACACTCACG-3’ 
PEPCK2 F 5’-TAGAGGGAGTGCCCTCAGAA-3’ 
66 
PEPCK2 R 5’-CCTTGTAGGCCTTCATGTCC-3’ 
PEPCK3 F 5’-TCACAGAGCCTTCGCCTACT-3’ 
128 
PEPCK3 R 5’-GTTGATGAGCCAGCAGTTTG-3’ 
PEPCL1 F 5’-GCTTGATGGTTGAGGTCACA-3’ 
50 
PEPCL1 R 5’-TCCACACAGCCTTTGTCAAG-3’ 
PEPCL2 F 5’-AAACACCGGTTAAGGCATCA-3’ 
52 
PEPCL2 R 5’-AGTCGGTTTTGGTGAAAGCA-3’ 
PEPCL3 F 5’-ACACCGGTTAAACTGCATGA-3’ 
92 
PEPCL3 R 5’-TCCCGGGCATACAGTTATTG-3’ 
PEPCL-K1 F 5’-GAATCCCGTTTGCGAGACTA-3’ 
111 
PEPCL-K1 R 5’-ACATTCTCCGGCTTCACATC-3’ 
PEPCL-K2 F 5’-GTCGAAGCCGATAGTGAAGC-3’ 
112 
PEPCL-K2 R 5’-GGTGTCCTCCGACGAGAATA-3’ 
 
 
VI.2.4. Cultivo in vitro de secciones de frutos cítricos. 
Emulando el proceso de reducción de acidez desde el momento 
que Clementina de Nules alcanza su valor máximo (150 DDA) (Soler 
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2009), secciones de fruto se sumergieron parcialmente (3 mm) en tres 
soluciones:  
1) agua desionizada (ADI) 
2) ácido cítrico a 5000 ppm (CIT) 
3) ácido oxalacético a 5000 ppm (OAA) 
Se emplearon las mismas concentraciones que en el experimento 
3. La concentración de cada ácido, tres veces inferior a la acidez de 
los frutos, se usó para evitar los posibles daños celulares por exceso y 
además favorecer la entrada de los ácidos empleados por difusión. 
Las secciones de fruto se mantuvieron en cámara de cultivo a 24ºC 
con un fotoperiodo de 16h y se tomaron muestras de pulpa de las 
secciones de fruto a la hora, a las 6 horas y a las 24 horas. La pulpa 
se trituró con nitrógeno líquido y conservó a -80ºC hasta su uso. 
 
VI.2.5. Cultivo in vitro de vesículas de frutos cítricos. 
Se aislaron vesículas de cítricos en cabinas de flujo laminar y se 
incubaron en placa petri durante 5 días en diferentes medios a 24ºC 
y fotoperiodo de 16 h (Figura VI-2). Con el objetivo de favorecer la 
entrada de los solutos del medio de cultivo por difusión simple al 
interior de las vesículas y además evitar los posibles daños celulares 
por exceso, la concentración de ácido cítrico empleada fue al menos 
tres veces inferior a la acidez de los frutos empleados. Se realizaron 6 
réplicas biológicas considerándose como tales un experimento 
independiente.  
En un primer experimento, se usaron vesículas de Clementina 
y naranja con dos medios de cultivo: 
1- El medio 1000 + 0 formado por agua desionizada, agar y 
1000 ppm de fucosa 
2- El medio 1000 + 5000 formado por agua desionizada, 
agar, 1000 ppm de fucosa y 5000 ppm de ácido cítrico. 
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Se usó la fucosa como estándar interno. La concentración de 
fucosa fue 100 veces inferior a la mínima concentración de sacarosa 
que debe ser adicionada al medio de cultivo para producir 
acumulación de azúcares en el interior de las vesículas de 
mandarinos (Harada y cols 2001). 
En una segunda etapa, se consideraron dos condiciones:  
1- El medio control (SIN CIT) formado por agua desionizada y 
agar. 
2- El medio citrato (CON CIT) formado por agua desionizada, 
agar y ácido cítrico a 5000 ppm. 
En una tercera etapa, se ensayaron dos medios de cultivo:  
1- El medio control (CT) formado por agua desionizada y 
agar. 
2- El medio citrato marcado (CM) compuesto por agua 
desionizada, agar y 5000 ppm de ácido cítrico 1,5-13C 
(marcado en el carbono 1 y 5, ISOTEC no. 488607). 
Se realizaron 3 réplicas biológicas de cada medio de la tercera 
etapa. Las vesículas fueron cultivadas in vitro a 24ºC, fotoperiodo de 
16h durante 5 días. Este periodo de ensayo se eligió porque ensayos 
previos con citrato determinaron que a los 3 y 4 días no se había 
producido absorción significativa de los metabolitos del medio al 
interior de las vesículas. La extracción del contenido de las vesículas 
(Figura VI-2-A) al cabo de 5 días de incubación se realizó 
individualmente, empleando una aguja. El zumo obtenido fue filtrado 
por un filtro de  0.22 M y conservado a -20ºC hasta su uso.  
En la Figura VI-2-B puede observarse un detalle del proceso de 


















VI.2.6. Cuantificación de azúcares y ácidos orgánicos. 
La cuantificación tanto de los azúcares mayoritarios (fructosa, 
glucosa y sacarosa) como la de los ácidos se realizó empleando un 
espectrómetro de gases (Varian Star 300 CB) acoplado a un 
espectrómetro de masas (Varian Saturn 3) tal y como se ha descrito 
en el apartado IV.2.5. 
 
VI.2.7. Tratamiento estadístico de los datos. 
Los paquetes informáticos empleados en el tratamiento de los 
datos estudiados fueron: 
 Statgraphics Centurion XVI (versión de evaluación). 
 MEGA4: Molecular Evolutionary y Genetics Análisis (Tamura y 
cols 2007) (libre disposición). 
 CAP3: Sequence Assembly Program (Huang y Madan 1999) (libre 
disposición). 
 NTSYS 2.02. 
Los niveles de mARN se normalizaron frente a la concentración 
de ARN total determinada mediante fluorimetría con RiboGreen 
Figura VI-2: Vesículas de frutos de Clementina 
a los 5 días de incubación a 24ºC y con 
fotoperiodo de 16 horas en medio control (A). 
Detalle del proceso de extracción del contenido 
de las vesículas (B). 
A    B 
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(Molecular Probes) (Bustin 2002; Hashimoto y cols 2004). Todos los 
datos fueron estadísticamente analizados con Anova considerándose 
al menos tres réplicas y las medias fueron comparadas usando el test 
de Duncan’s (Duncan 1955; Lihong y cols 2004; De Nicolas-Santiago 
y cols 2006; Mahbood y cols 2010) fijando diferencias 
estadísticamente significativas a un nivel de confianza de al menos el 
95%. 
La historia evolutiva fue inferida empleando el método de 
UPGMA (Snealth y Sokal 1973). El porcentaje de réplicas de árboles 
con cada grupo creado se realizó mediante el test de bootstrap con 
1000 réplicas (Felsenstein 1985). Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood 
(Tamura y Kumar 2004) empleando para ello el programa MEGA4 
(Tamura y cols 2007). 
La identificación de los miembros de las familias génicas se 
realizó a partir de las secuencias de ESTs anotadas como PEPCK, 
PEPCL o PEPCL-K en la base de datos del CFGP 
(bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/), alineándolas y 
ensamblándolas mediante el software CAP3. 
El análisis multivariante mediante funciones discriminantes 
se realizó empleando el software Statgraphics Centurion XVI tomando 
como variables los valores de expresión de PEPCK1, PEPCK2, 
PEPCK3, PEPCL1, PEPCL2, PEPCL3, PEPCL-K1 y PEPCL-K2 en 3 
fechas de muestreo independientes entre los meses de septiembre y 
abril para cada una de las 6 variedades estudiadas: Clementina de 
Nules, Fortune, Limón, Washington Navel, Valencia Late y Sucreña 
sin tener en cuenta el efecto de la variable variedad. Para cada época 
y variedad se realizaron tres réplicas biológicas. 
El análisis multivariante de agrupamiento cluster se realizó 
empleando el software NTSYS 2.02 tomando como variables las media 
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de las medidas de expresión de PEPCK1, PEPCK2, PEPCK3, PEPCL1, 
PEPCL2, PEPCL3, PEPCL-K1 y PEPCL-K2 en las variedades: 
Clementina de Nules, Fortune, Limón, Washington Navel, Valencia 
Late y Sucreña. La medida de similitud empleada fue el coseno y el 
algoritmo de aglomeración fue UPGMA. Se realizó una correlación el 
test de Mantel (Mantel 1967) entre la matriz de distancia previa al 
agrupamiento y la matriz cofenética, aplicandole el test de Mantel 
(Mantel 1967) para evaluar la congruencia del agrupamiento. 
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VI.3. Resultados y discusión. 
VI.3.1. Identificación y expresión del gen fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa en cítricos. 
En el capitulo IV se mostró que la expresión de PEPCK 
obtenida mediante hibridaciones con micromatrices correlacionó 
fuertemente con la acidez de un conjunto de mutantes de Clementina 
de Nules (Z46, I09, H03, D11 y J59) con alteraciones en la acidez. En 
el presente capítulo se estudió la expresión génica de PEPCK en 
mandarina Fortune, caracterizada por un elevado contenido en 
ácidos; variedades de naranja, Washington Navel y Valencia Late y en 
variedades con valores extremos de acidez como limón, con valores 
muy altos y la variedad de naranja sucreña que contiene valores muy 
bajos. 
Del listado de genes obtenido en el capitulo IV, uno de los 
genes cuya correlacion con los parámetros fenotípicos mostraron la 
misma tendencia al analizar las dos micromatrices (método 7k-20k) 
fue fosfoenolpiruvato carboxiquinasa que fue seleccionado por 
codificar una enzima que cataliza una reacción implicada en el 
metabolismo de los ácidos y los carbohidratos.  
En la hibridación con la 
micromatriz de cDNA de 7k se obtuvo 
una correlación negativa significativa 
(P<0.05, n=10) entre la expresión del gen 
y el parámetro agronómico de la acidez. 
Con la micromatriz de cDNA de 20K 
también se obtuvo una correlación 
negativa (r= -0.76, P<0,02, n=9) con la 
acidez y la expresión del ARN de 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Figura 
VI-3). 
Figura VI-3: Correlación 
entre la expresión 
génica de PEPCK (M) y la 




















A partir de los 33 ESTs (expressed sequence tags) identificados 
como fosfoenolpiruvato carboxiquinasa mediante alineamiento 
multiple de secuencias (blastX, 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y disponibles en la base de 
datos del Proyecto de Genómica Funcional de Cítricos (Forment y cols 
2005; Terol y cols 2007) se ensamblaron en 5 contigs empleando el 
software CAP3 (Huang y Madan 1999). Las secuencias de los contigs 
obtenidos, no alcanzaron la cola Poli (A) (Figura VI-4) y estas se 











Una vez completas, un nuevo ensamblaje con CAP3, identificó 
3 genes que fueron PEPCK1, PEPCK2 y PEPCK3 (Figura VI-5). Esto 
sugiere que el genoma de los cítricos contiene al menos tres genes 
diferentes que codifican para fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (ver 
secuencias en Anexo X). Las secuencias proteicas de los 3 genes 
comparten el mismo motivo conservado: PEPCK_ATP PS00532 
(http://prosite.expasy.org/). PEPCK1 tiene el motivo 
LIGDDEHcWsDnGVsN, PEPCK2 el LIGDDEHcWgDnGVsN y PEPCK3 
el LIGDDEHvWaDtGVfN, lo cual sugiere que pertenecen a la misma 
familia.  
 
Figura VI-4: Representación del alineamiento de las secuencias 
del género Citrus  obtenidas mediante BlastX de 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de los 5 contigs generados con 









Se realizó un árbol filogenético a partir de las 11 secuencias de 
mARN identificadas como fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de las 
especies de plantas existentes en www.ncbi.nlm.nih.gov y las 3 
secuencias obtenidas de cítricos, PEPCK1, PEPCK2 y PEPCK3. 
El porcentaje de identidad entre PEPCK1 y las demás 
secuencias fue superior al 74% (P<0.001), siendo el orden de similitud 
de mayor a menor: ricino > vid > chopo > tomate > Arabidopsis >arroz 
>maiz. Para PEPCK2, la identidad mínima encontrada fue del 68% y 
sus similitudes de secuencia nucleica de mayor a menor fueron 
similares a PEPCK1: ricino > chopo > tomate > vid > maíz > arroz > 
Arabidopsis. La identidad de PEPCK3 fue menor respecto a las de 
PEPCK1 y PEPCK2, estando entre el 64% y el 68%. Estas identidades, 
junto con el estudio del árbol filogenético de las secuencias nucleicas 
(Figura VI-6-A), indican que la secuencia de PEPCK1 es más parecida 
a las secuencias que codifican para PEPCK de especies leñosas como 
el ricino, la vid y el chopo que a especies como Arabidopsis, el arroz o 








Figura VI-5: Representación del alineamiento de las secuencias 



























Por otro lado, se compararon las 3 secuencias de PEPCK con la 
base de datos del melocotón (Prunus persica) cuyo genoma ha sido 
secuenciado recientemente. Se obtuvo una identidad con secuencias 
no posicionados en cromosomas (scaffold) del 95%, 87% y del 87% 
para el gen 1, el gen 2 y el gen 3 respectivamente. Estas identidades 
son mayores que las encontradas para las demás secuencias 
Figura VI-6: Árbol filogenético de las secuencias nucleicas (A) 
y proteicas (B) de los genes de PEPCK en plantas (GeneID-





















































anotadas de PEPCK, lo que indicó una mayor similitud entre en las 
secuencias de los genes que codifican para PEPCK del género Citrus 
con las del género Prunus. 
Al estudiar la identidad entre las secuencias proteicas, las 
identidades de PEPCK1 y PEPCK2 fueron similares a las encontradas 
para su secuencia nucleica, con rangos entre el 53% en vid al 85% en 
Populus para PEPCK1 y de 21% en vid al 84% en Ricinus y Populus 
para PEPCK2. Algunas identidades fueron menores: la identidad de 
PEPCK1 con vid pasó de un 83% en su secuencia nucleica a un 53% 
en su secuencia proteica y para PEPCK2 su identidad también en Vid 
pasó del 82% en su secuencia nucleica a un 21% en su secuencia 
proteica. Los cambios de nucleótidos sufridos en vid, probablemente 
conformaron una proteína muy diferente a las que se generaron en 
las demás especies estudiadas, alejándose filogenéticamente de las 
mismas (Figura VI-6-B). 
Los resultados anteriores indican que tanto en la secuencia 
nucleica como proteica, PEPCK1 y PEPCK2, están filogenéticamente 
alejados de PEPCK3. La similitud entre las secuencias así como su 
estudio filogenético sugieren que PEPCK1 y PEPCK2, están más 
cercanas filogenéticamente a especies leñosas como melocotón, chopo 












VI.3.1.1. Expresión génica de PEPCK en diferentes órganos, 
estadios de desarrollo y tejidos del fruto. 
DIFERENCIAS ENTRE ÓRGANOS: 
En Clementina de Nules, la expresión génica relativa del gen 
PEPCK1 fue significativamente mayor (P<0.05) que la expresión de 
















Los resultados obtenidos en hoja y raíz de cítricos, indican que 
la expresión de PEPCK1 es muy superior a la de PEPCK2 o la de 
PEPCK3, resultados que difieren en Arabidopsis, donde en hojas solo 
se expresa el gen 1, mientras que en cítricos se expresan los tres. En 
la raíz de Arabidopsis la expresión del gen PCK1 y el gen PCK2 es 
similar entre sí (Rylott y cols 2003), mientras que en cítricos, la 
expresión de PEPCK1 es muy superior a los otros dos genes. Por 
tanto, se puede concluir que, en los diferentes órganos estudiados de 
cítricos, PEPCK1 es el gen que presenta una mayor expresión 
Figura VI-7: Expresión génica relativa de PEPCK1 (  ), PEPCK2    
(  ) y PEPCK3 (  ) en pulpa, hoja y raíz respecto a la expresión 
de PEPCK1 en pulpa. Letras diferentes indican diferencias 











































Figura VI-8: Expresión génica relativa de PEPCK1 (  ), PEPCK2    
(   ) y PEPCK3 (  ) en hoja joven (HJ), hoja adulta (HA) y hoja 
vieja (HV) respecto a la expresión de PEPCK1 en HJ. Letras 
diferentes indican diferencias significativas (µ ± E.S, P<0.05, 
n ≥ 3) 
DIFERENCIAS ENTRE ESTADIOS DE DESARROLLO: 
En los tres estadios de desarrollo estudiados: hoja joven, hoja 
adulta y hoja vieja, la expresión génica de los tres genes no mostró 
diferencias significativas (P<0.05). Al igual que en raíz y pulpa, la 
expresión de PEPCK1 fue mayor que la expresión de PEPCK2 y ésta a 
















En plantas con flores, la cantidad de PEPCK está presente solo 
en ciertos tipos de células y su abundancia depende la mayoría de las 
veces del estado de desarrollo (Walker y cols 1999; Bahrami y cols 
2001). En Arabidopsis, la abundacia de PEPCK es mucho mayor en 
hojas jóvenes que en hojas viejas (Malone y cols 2007) discrepando 
con los resultados obtenidos en cítricos, donde no existen diferencias 
de expresión significativa de ninguno de los tres genes entre los 



































DIFERENCIAS ENTRE TEJIDOS DEL FRUTO. 
Dado que los resultados obtenidos en las micromatrices, 
mostraron una correlación negativa significativa (P<0.02) entre la 
expresión génica y la acidez, se procedió a discernir su 
comportamiento espacial dentro del fruto. 
Se diferenciaron dos tipos de tejidos: las vesículas y el albedo 
del fruto, considerando este último, el tejido que recubre a los gajos 
que contienen las vesículas y situado entre éstos y el flavedo del 
fruto. En las  vesículas de las dos variedades de mandarina, Fortune 
y Clementina de Nules, la expresión de PEPCK1 fue significativamente 
mayor (P<0.05) que la de PEPCK2 y la de PEPCK3, cuyas expresiones 
fueron similares entre si. En el albedo de Clementina de Nules, la 
expresión de los tres genes fue similar a las obtenidas en sus 
vesículas (Figura VI-9-A). En el albedo de Fortune, PEPCK1 no se 
escontró inducido a los niveles encontrados en sus vesículas, 
presentando los tres genes, expresiones sin diferencias significativas 
(P<0.05) entre sí (Figura VI-9-B). En la naranja Washington Navel, la 
expresión de PEPCK1, PEPCK2 y PEPCK3 no muestró diferencias 
significativas en el tejido de vesículas. La expresión de PEPCK1 fue 
significativamente mayor a la expresión de PEPCK3 y ésta a su vez a 












Figura VI-9: Expresión génica 
de PEPCK1 (  ), PEPCK2 (  ) y 
PEPCK3 ( ) en albedo y 
vesículas de fruto: (A) 
Clementina de Nules 16 de 
Octubre, (B) Fortune y (C) W. 
Navel 17 de abril respecto a 
la expresión de PEPCK1 en 
las vesículas de Clementina 
de Nules. Letras diferentes 
indican diferencias 
significativas. (µ ± E.S, 
P<0.05, n ≥ 3). 
Los resultados anteriores 
indican que existen diferencias 
significativas (P<0.05) en la 
expresión de PEPCK1 en el albedo 
entre dos variedades de Mandarina: 
Fortune y Clementina de Nules. La 
expresión de PEPCK1 en el albedo y 
las vesiculas de Clementina de 
Nules es superior a la de PEPCK2 y 
PEPCK3. En el albedo de Fortune no 
se encuentraron diferencias 
significativas entre los tres genes. 
En las vesículas de ambas 
variedades  la expresión de PEPCK1 
fue significativamente  mayor 
(P<0.05) a la de los otros dos genes, 
manteniéndose la expresión de 
PEPCK2 y PEPCK3 similares entre 
si. En las vesículas de la naranja 
estudiada, a diferencia de lo 
observado en las mandarinas, la 
expresión de PEPCK1 son similares 
a los de PEPCK2 o a la de PEPCK2 
(P<0.05). En el albedo de naranja, 
pese a que la expresión de PEPCK1 
fue superior a la de PEPCK2 o a la 
de PEPCK3, como ocurría en 
Clementina de Nules, los niveles de 

















































































VI.3.1.2. Expresión génica de PEPCK durante la maduración 
del fruto. 
A continuación se escogieron varias 
variedades de cítricos con diferentes 
índices de maduración (4.4 en Valencia 
Late, 6.5 en Fortune, 11.8 en Washington 
Navel y 24.0 en Clementina de Nules) en 
una misma fecha de muestreo. Se estudió 
la relación entre la expresión de PEPCK1 y 
la acidez, los SST (ºBrix) y el índice de 
madurez interna (IM) (Figura VI-10). 
La correlación entre la expresión del 
gen que codifica para PEPCK1 y el IM 
(Figura VI-10-A) obtuvo un coeficiente de 
correlación r=0.97 significativo (P<0.01, 
n=4). Los sólidos solubles totales no 
correlacionaron con la expresión de 
PEPCK1 (Figura VI-10-B). La acidez si 
correlacionó con la expresión génica de 
PEPCK1 (r=-0.84; P<0.10) (Figura VI-10-C) 
indicando una relación inversa entre la 
acidez y la expresión de PEPCK1. 
Esta observación apoya la 
correlación obtenida entre la expresión 
génica de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 
y el parámetro agronómico de acidez en las 
hibridaciones realizadas con micromatrices 
de cDNA de los 5 genotipos seleccionados 
en el capítulo III.  
Figura VI-10: Correlación 
entre la expresión de 
PEPCK1 respecto a la 
expresión de PEPCK1 en 
Valencia Latey el IM (A), 
SST (B) y Acidez (C) en 
frutos de Valencia Late, 
Fortune, Washington 























































































Una vez obtenida esta relación entre la expresión de 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la acidez del zumo se procedió a 
realizar un estudio más exhaustivo de la expresión de PEPCK1, 
PEPCK2 y PEPCK3 a lo largo de la fase II y III de la maduración de 
diferentes variedades de cítricos: Clementina de Nules, Fortune, 
Valencia Late, Washington Navel, Sucreña y Limón. Se escogió 
Clementina de Nules por ser el genotipo a partir del cual se obtuvo 
correlación de PEPCK con la acidez. La variedad Fortune se escogió 
por ser una mandarina ácida y se seleccionaron varias naranjas 
(Valencia Late y Washington Navel) para estudiar si el patrón de 
expresión es identico entre especies. Finalmente, las variedades 
Limón y Sucreña se seleccionaron por ser, dentro de los frutos 
cítricos, dos variedades con valores extremos en la acidez tanto 
superior como inferior. Se observaron dos comportamientos 
diferentes. El primero es una inducción de la expresión de PEPCK1 a 
lo largo de la maduración de los frutos, manteniéndose los niveles de 
PEPCK2 y PEPCK3 sin variaciones acusadas. En el segundo no se 
produce esta inducción de PEPCK1 permaneciendo los valores de 
expresión a niveles en general sin cambios a lo largo del periodo de 













A) Inducción durante la maduración del fruto en mandarinas y 
limones. 
MANDARINAS: 
En Clementina de Nules, entre septiembre y noviembre, se 
produce un descenso acusado estadísticamente significativo (P<0.05) 
en la acidez, pasando de 39.54 g/l a 10.22 g/l respectivamente. En 
una segunda etapa, la acidez sigue disminuyendo, pero éste descenso 
tiende a una asíntota horizontal. El ácido cítrico y el ácido málico 
fueron los ácidos mayoritarios, tal y como se ha estudiado en otra 
variedades de cítricos (Karadeniz 2003). La proporción entre ellos 
varió a lo largo de la maduración: entre septiembre y noviembre, 
donde se produce el mayor descenso en la acidez total, el porcentaje 
de ácido cítrico y de ácido málico fue del 70.25% y del 27.27% en 
septiembre y del 41.40% y del 58.48% en noviembre, indicando un 
mayor descenso de concentración de ácido cítrico (90.5%) que de 
ácido málico (70.25%). Los sólidos solubles totales incrementaron su 
concentración progresivamente de manera significativa (P<0.05) entre 
los meses de noviembre a marzo, siendo de 11.78 ºBrix en 
septiembre, 12.23 ºBrix en noviembre, 14.32 ºBrix en diciembre, 
14.90 ºBrix en febrero y 17.93 ºBrix en marzo (Figura VI-11). 
La expresión de PEPCK1 en julio, agosto y septiembre no se 
modificó significativamente (P<0.05). De septiembre a octubre y de 
octubre a noviembre la expresión de PEPCK1 aumentó 
significativamente mientras que de noviembre a marzo los niveles de 
expresión fueron similares (P<0.05). La expresión de PEPCK2 se 
mantuvo sin cambios significativos a lo largo de todos los meses de 
estudio a excepción de diciembre, siendo su expresión similar a 
PEPCK1 en julio, agosto y septiembre. Las medias de la expresión de 
PEPCK3 fueron menores respecto a la expresión de PEPCK1 y a la de 




























Por tanto, se puede concluir que en Clementina de Nules, se 
produce una inducción de la expresión de PEPCK1 entre septiembre y 
noviembre, coincidiendo con una reducción en la acidez y un 
aumento en los sólidos solubles totales del mismo. La expresión de 
PEPCK2 y de PEPCK3 se mantuvo a niveles prácticamente constantes 
Figura VI-11: Acidez (g/l) (    ) y ºBrix (    ) del zumo de 
Clementina de Nules en: 18 de septiembre (SEP), 14 de 
noviembre (NOV), 12 de diciembre (DIC), 2 de febrero (FEB) y 
13 de marzo (MAR). Letras diferentes indican diferencias 
significativas por parámetro (µ ± E.S, P<0.05, n ≥ 3). 
Figura VI-12: Expresión de PEPCK1 (    ), PEPCK2 (    ) y 
PEPCK3  (     ) en pulpa de Clementina de Nules en julio (JUL), 
agosto (AGO), septiembre (SEP), octubre (OCT), noviembre 
(NOV), diciembre (DIC), febrero (FEB) y marzo (MAR) respecto a 
la expresón de PEPCK1 en Julio. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre fechas para PEPCK1 (µ ± E.S, 











































































a lo largo de todo el periodo siendo inferiores a la de PEPCK1 a partir 
de su inducción de septiembre a noviembre. 
Complementariamente se procedió a estudiar la expresión de 
los tres genes de PEPCK en la pulpa de los frutos de los genotipos: 
D11, H03, J59, I09 y Z46, caracterizados por presentar el parámetro 
de acidez diferente a su parental, Clementina de Nules (capitulo III). 
En los tres genotipos caracterizados por tener un contenido de ácidos 
menor respecto a Clementina de Nules, la expresión de los tres genes 
fue similar a la de su parental. La expresión de PEPCK1 se 
incrementó paralelamente al descenso en la acidez.  
Asi, en el genotipo D11, caracterizado por una menor acidez 
en zumo se observó que entre los muestreos realizados en julio y 
agosto, la expresión de los 3 genes no varió significativamente 
(P<0.05), siendo la expresión de PEPCK1 y PEPCK2 superior a 
PEPCK3. Entre septiembre, octubre y noviembre, ni la expresión de 
PEPCK2 ni la de PEPCK3 modificaron su nivel y siempre mostraron 
valores de expresión génica por debajo de PEPCK1, el cual la 
incrementó significativamente (P<0.05) de septiembre a octubre y de 
octubre a noviembre. Este incremento en la expresión de PEPCK1, fue 
paralelo con un descenso en la acidez del zumo, de 17.7 g/l en 
septiembre a 10.73 g/l en octubre y 8.36 g/l en noviembre (Figura VI-
13-A). 
El genotipo H03, la expresión de PEPCK1 se incrementó 
significativamente (P<0.05) de septiembre a noviembre. Este 
incremento fue paralelo a un descenso en la acidez del zumo de 18.42 
g/l en septiembre a 7.85 g/l en noviembre. El genotipo H03 no 
mostró diferencias significativas en la expresión de PEPCK2 ni 
PEPCK3 entre los muestreos realizados en septiembre y noviembre, 
siendo los niveles de ambos similares en ambas fechas y 
significativamente menores a PEPCK1 (Figura VI-13-B). 
 
 207
En el genotipo J59, seleccionado tener una menor acidez del 
zumo, la expresión de PEPCK1 se incrementó significativamente 
(P<0.05) de octubre a noviembre paralelamente al descenso 
significativo en la acidez del zumo en octubre con 11.61 g/l a 6.70 g/l 
en noviembre. En las dos fechas, tanto la expresión de PEPCK2 como 
la de PEPCK3, fue significativamente menor (P<0.05) respecto a 
PEPCK1 (Figura VI-13-C). No se observó diferencias en la expresión de 
PEPCK2 entre octubre y noviembre y se produjo un aumento 
significativo en la expresión de PEPCK3 de octubre a noviembre. El 
nivel de expresión de PEPCK1 en noviembre para el genotipo J59, fue 
un 129% superior al mostrado en Clementina de Nules. Esta mayor 
expresión de PEPCK1 en el genotipo J59 pudo ser causante, en parte, 
del menor contenido en ácidos del zumo en este genotipo, situación 
que seria compatible con la inducción de PEPCK observada en frutos 
de arándanos, frambuesa y grosella en estadios donde existe 
desasimilación de citrato y/o malato (Famiani y cols 2005). 
En los dos genotipos seleccionados por tener al menos el 
contenido de acidez alto en el zumo comparándolos con Clementina 
de Nules (I09 y Z46), el patrón de expresión de PEPCK en relación con 
la acidez fue similar a la observada en Clementina de Nules de 
septiembre a noviembre. 
Así, en el genotipo I09, la expresión de PEPCK3 fue 
significativamente menor (P<0.05) tanto en septiembre como en 
octubre comparándolo con la expresión de PEPCK1 o la de PEPCK2 
(P<0.05). Sin embargo, la expresión de PEPCK1 se incrementó de 
forma significativa (P<0.05) de septiembre a octubre paralelamente al 
descenso significativo (P<0.05) de la acidez de septiembre con 45.47 


















































































































































































































































Figura VI-13: En Expresión de PEPCK1 (   ), PEPCK2 (   ), y PEPCK3 (   ) 
en pulpa respecto a la expresión de PEPCK1 de Clementina de Nules a 
los 100 DDA y acidez (g/l) (     ) del zumo de los mutantes de acidez 
baja: (A)-D11, (B)-H03, (C)-J59 y de los mutantes de acidez alta: (D)-
I09, (E)- Z46, a los 100 DDA (JUL), 140 DDA (AGO), 170 DDA (SEP), 
200 DDA (OCT) y 225 DDA (NOV). Letras diferentes indican diferencias 







En el genotipo Z46, la expresión de PEPCK1, PEPCK2 y 
PEPCK3 se incrementaron de octubre a noviembre, siendo la 
expresión de PEPCK1 superior a la de PEPCK2 y ésta a su vez a la de 
PEPCK3, para cada fecha estudiada con una probabilidad superior al 
98%. El incremento de la expresión de PEPCK1 de octubre a 
noviembre, se acompañó de un descenso de la acidez del zumo 
pasando de 47.96 g/l a 11.98 g/l (Figura VI-13-E). 
De los resultados anteriores se puede concluir que la 
expresión de PEPCK1 en la variedad Clementina de Nules se mantiene 
a niveles constantes durante los meses de julio, agosto y septiembre y 
parejo al descenso de la acidez del zumo y al aumento en los sólidos 
solubles totales en octubre y noviembre, su expresión se incrementa 
significativamente (P<0.05). Este comportamiento se repite en los 5 
genotipos seleccionados de la colección, confirmando la relación de 
inducción entre PEPCK1 y la acidez. En arándanos, frambuesa y 
grosella, PEPCK se incrementa durante la maduración, coincidiendo 
con estadios de desasimilación de los ácidos malato y/o citrato. Esta 
relación, no fue encontrada en todos los estadios de estos frutos, ya 
que PEPCK también se detectó igualmente en estadios donde no hubo 
desasimilación de ácidos asumiendo que PEPCK debe tener otras 
funciones en esos frutos (Famiani y cols 2005). Una situación similar 
parece tener lugar en los cítricos. 
Otra variedad perteneciente al grupo de las mandarinas que 
a continuación se estudió, es la variedad Fortune. Esta variedad es 
un híbrido de mandarina caracterizado por presentar una acidez del 
zumo alta y una dinámica de acumulación de azúcares similares 
comparandola con Clementina de Nules.  
La acidez del zumo de los frutos del mandarino híbrido 
Fortune disminuye a lo largo de su maduración, pero de una manera 
menos acusada que en Clementina de Nules (P<0.05, 75.96 g/l en 
 
 210
septiembre; 37.52 g/l en noviembre; 27.27 g/l en diciembre; 22.15 
g/l en febrero y 19.22 g/l en marzo). Al igual que lo observado en 
Clementina de Nules, el ácido cítrico y el ácido málico son los 
mayoritarios del zumo y de nuevo se produjo un cambio en los 
porcentajes de los mismos, pasando el citrato y el malato del 50.71% 
y 48.80% en septiembre al 67.63% y 30.27% en diciembre 
respectivamente. El contenido de los dos ácidos disminuyó al igual 
que en Clementina de Nules, aunque en Fortune fue su contenido en 
malato el que disminuyó en mayor proporción. Este descenso en la 
acidez fue acompañado del aumento significativo (P<0.05) en sólidos 
solubles totales de zumo de los frutos (10.63 ºBrix en septiembre; 
11.10 ºBrix en noviembre; 12.15 ºBrix en diciembre; 13.93 ºBrix en 
febrero y 15.97 ºBrix en marzo; Figura VI-14). 
En Fortune, la expresión de PEPCK1 fue significativamente 
mayor (P<0.05) que la de PEPCK2 y ésta a su vez que la de PEPCK3 en 
todo el periodo de maduración estudiado, de septiembre a marzo. En 
noviembre, la expresión de PEPCK1 aumentó significativamente 
(P<0.05) respecto a septiembre. Durante los meses de diciembre y 
febrero, no se encontraron diferencias significativas en las medias. En 
el mes de marzo, momento en que alcanzó el índice de madurez 
interna mínimo para su consumo, la expresión de PEPCK1 disminuyó 
significativamente respecto a los anteriores meses, pero continuando 
siendo superior a la de septiembre. La expresión de PEPCK2 aumentó 
significativamente de septiembre a noviembre, manteniéndose sin 
diferencias en los muestreos siguientes. PEPCK3 se expresó 
diferencialmente en marzo, donde aumentó significativamente 
respecto a los muestreos anteriores (Figura VI-15). Estos resultados 
son similares a los observados en las demás variedades de mandarina 
estudiadas y confirman la inducción de PEPCK1 a lo largo del periodo 




























Del estudio de la expresión de fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa en la variedad Fortune, se puede concluir que el 
patrón de expresión de PEPCK1, PEPCK2 y PEPCK3 fue similar al 
observado en Clementina de Nules y los 5 genotipos estudiados. De 
nuevo, la expresión de PEPCK2 y PEPCK3 se mantuvo constante a lo 
Figura VI-14: Acidez g/l (    ) y ºBrix (     ) de la variedad 
Fortune en septiembre (SEP), noviembre (NOV), diciembre 
(DIC), febrero (FEB) y marzo (MAR). Letras diferentes indican 
diferencias significativas por parámetro (µ ± E.S, P<0.05, n ≥ 3). 
 
Figura VI-15: Expresión de PEPCK1 (   ), PEPCK2 (   ), y 
PEPCK3 (   ) en pulpa de Fortune en septiembre (SEP), 
octubre (OCT), noviembre (NOV), diciembre (DIC), febrero 
(FEB) y marzo (MAR) respecto a la expresión de PEPCK1 en 
septiembre. Letras diferentes indican diferencias 













































































largo de la maduración, y fue la expresión de PEPCK1 la que se 
incrementó significativamente (P<0.05) de septiembre a noviembre, 
momento donde se produce un descenso significativo (P<0.05) de la 
acidez  y una acumulación de los sólidos solubles totales  del zumo. 
 
LIMÓN. 
El limón Eureka tiene varias floraciones al año; por tanto es 
posible encontrar en el mismo árbol, en un momento dado frutos en 
distintos estadios de maduración. Para estudiar la evolución de la 
maduración del fruto y la expresión de fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa, se realizó un muestreo de frutos, clasificándolos en 
base a su índice de color externo, el cual variaba de -9.40 (verde) a 
3.90 (amarillo), siendo el cero el valor de transición según la escala de 
color de Hunter Lab (Hunter 1967).  
La acidez del zumo se incrementó significativamente (P<0.05) 
del estadio más verde con ICC de -9.40 al estadio con ICC de -5.17. A 
partir de este estadio, la concentración de ácidos se mantuvo sin 
diferencias significativas entre frutos con ICC de -5.17 a frutos con 
ICC de 3.90. La acidez fue de 70 g/l aproximadamente en todos ellos. 
El ácido mayoritario fue el ácido cítrico, seguido del ácido málico pero 
a una proporción superior a las mandarinas (95.40% de ácido cítrico 
y un 4.60% de ácido málico en los frutos amarillos, con ICC de 3.90). 
Los sólidos solubles totales disminuyeron significativamente (P<0.05) 
de los estadios verdes, con ICC de -9.40, -5.17 y -2.36 a los estadios 
amarillos con ICC de 2.62, 3.10, 3.89 y 3.90 (Figura VI-16). En 
términos absolutos la variación en los SST del limón a lo largo de la 
maduración fue bastante inferior a la observada en Clementina de 
Nules. Por tanto el limón es un cítrico caracterizado principalmente 
por presentar un elevado contenido acidos en el fruto desde que éste 


































































Figura VI-17: Expresión de PEPCK1 (     ), PEPCK2 (    ), y 
PEPCK3 (    ) respecto a la expresión de PEPCK1 en el estadio 
con ICC=-9,40 en pulpa de limón Eureka de frutos con 
diferentes Índices de color (ICC). Letras diferentes indican 
diferencias significativas por gen (µ ± E.S., P<0.05, n ≥ 3). 
Figura VI-16: Acidez g/l (     ) y ºBrix (     ) del limón Eureka en 
diferentes estadios de maduración del fruto, clasificados según 
su índice de color (ICC). Letras diferentes indican diferencias 









































La expresión de PEPCK1 se incrementó significativamente a 
lo largo de los diferentes estadios de color, de los frutos verdes con 
ICC de -9.40 a los frutos frutos amarillos con ICC de 2.62, 3.10, sin 
variar entre los frutos amarillos con ICC superior a 3.10 (Figura VI-
17). La expresión de PEPCK2 se incrementó significativamente 
(P<0.05) de los dos primeros estadios de verde al estadio de ICC -2.36 
y se mantuvo constante durante todos los estadios amarillos. La 
expresión de PEPCK2 fue superior a PEPCK1 en los estadios verdes e 
inferior en los estadios amarillos. La expresión de PEPCK3 fue 
significativamente menor (P<0,05) a la de PEPCK1 y a la de PEPCK2 
en todos los estadios.  
En limón, la expresión de PEPCK1 tuvo un comportamiento 
similar a las mandarinas, es decir, se incrementó a lo largo de la 
maduración del fruto de los estadios verdes con ICC negativo a los 
estadios amarillos con ICC positivo. Sin embargo, la indución de la 
expresión de PEPCK1 no fue coincidente con una disminución del 
contenido de ácidos o un aumento en los SST (Figura VI-16 y VI-17). 
 
Los resultados obtenidos en las variedades de mandarina 
indican que PEPCK parece tener una función en el catabolismo de los 
ácidos como previamente se propuso para uva (Ruffner y Kliewer 
1975) y tomate (Bahrami y cols 2001) relacionándose la inducción de 
PEPCK a los estadios donde se producía desasimilación de citrato y/o 
malato (Famiani y cols 2005). Además, PEPCK debe tener otras 
funciones ya que en los mismos estudios también se detectó en 
estadios donde no se producía catabolismo de ácidos como en el caso 
de la fresa (Famiani y cols 2005) una situación ligeramente diferente 
a la observada en limón, donde existe inducción de PEPCK1 sin 
disminuir el contenido de ácidos ni incrementar los ºBrix en el fruto 
(Figura VI-16 y VI-17). En estudios anteriores, la homeostasis del pH 
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celular es uno de las posibles funciones que se le atribuye a PEPCK 
en los estadios donde no se observaba desasimilación de citrato y/o 
malato (Leegood y Walter 2003; Famiani y cols 2005). En limón 
PEPCK1 se activa tardíamente en un estadio donde no existe 
degradación de ácido cítrico. En el limón no existe reducción de 
ácidos ni inducción inicial de PEPCK1. También es interesante 
señalar que el limón no muestra incremento de sólidos solubles 
totales. Esta observación parece ligar la reducción de ácidos, la 
inducción de PEPCK1 y el incremento de sólidos solubles totales. La 
explicación sugiere que el ácido acumulado en la vacuola puede estar 
siendo paulatinamente liberado al citosol, mediante un transportador 
vacuolar de citrato localizado en la células de las vesículas de zumo 
(Shimada y cols 2006) existiendo asi una síntesis y degradación 
continua de ácidos como ocurre en otras especies con frutos ácidos 
como la uva (Diakou y cols 2000; Terrier y Romieu 2001) 
manteniéndose un nivel constante de ácidos y activa la expresión de 
PEPCK1 al menos durante las fases tardias de maduración. 
 
De los resultados obtenidos anteriormente al estudiar 
mandarinas y limón, se puede concluir que la expresión de PEPCK1, 
PEPCK2 y PEPCK3 es similar entre las variedades de mandarina: 
Clementina de nules, Fortune, J59, I09, D11, H03 y Z46. En el limón, 
al aumentar la expresión de PEPCK1, no se produce un descenso en 









B) Inducción durante la maduración del fruto en naranjas. 
La acidez del zumo de los frutos de Valencia Late 
significativamente disminuyó (P<0.05) de septiembre a abril de forma 
gradual; (45.96 g/l en septiembre, 32.80 g/l en noviembre, 24.00 en 

























Figura VI-19: Expresión de PEPCK1 (     ), PEPCK2 (    ), y 
PEPCK3 (     ) en pulpa de Valencia Late en septiembre (SEP), 
octubre (OCT), noviembre (NOV), diciembre (DIC), febrero 
(FEB), marzo (MAR) y abril (ABR) respecto a la expresión de 
PEPCK1 en septiembre. Letras diferentes indican diferencias 
significativas por gen (µ ± E.S, P<0.05, n = 6). 
Figura VI-18: Acidez g/l (     ) y ºBrix (     ) de la variedad 
Valencia late en septiembre (SEP), noviembre (NOV), 
diciembre (DIC), febrero (FEB) y marzo (MAR). Letras 
diferentes indican diferencias significativas por parámetro (µ 










































































Al igual que en las variedades de mandarina y limón, en 
Valencia Late, el ácido cítrico y el ácido málico son los mayoritarios. 
El descenso en la acidez total entre septiembre y febrero se confirmó 
por un descenso del 70.95% de citrato y un 64.46% de malato, sin 
variar significativamente (P<0.05) su proporción en el zumo (66.80% y 
32.86% en septiembre; 65.44% y 34.48% en febrero). Los sólidos 
solubles totales se incrementaron de manera significativa (P<0.05) 
durante la maduración del fruto (8.42 ºBrix en septiembre; 8.90 ºBrix 
en noviembre; 10.00 ºBrix en diciembre; 11.13 ºBrix en febrero y 
12.00 ºBrix en abril) (Figura VI-18). 
La expresión de PEPCK1 en Valencia Late aumentó 
significativamente (P<0.05) entre los meses de septiembre a 
noviembre. La expresión de PEPCK1 fue muy similar (P<0.05) a la de 
PEPCK2 a partir de diciembre. La expresión de PEPCK3 fue 
significativamente menor (P<0.05) a la de PEPCK2 (65% en 
septiembre; 38% en noviembre; 52% en diciembre; 66% en febrero y 
42% en abril) (Figura VI-19). 
Finalmente se puede decir que en Valencia Late la dinámica 
de ácidos y azúcares en el fruto es similar aunque con algunas 
diferencias a las mandarinas, existiendo degradación de ácidos y 
acumulación de azúcares a lo largo de la maduración. En este caso la 
inducción de PEPCK1 tambien se produce en los meses inciales y 
luego su expresión se mantine constante a lo largo de su maduración. 
En la variedad Washington Navel, la dinámica de 
acumulación/degradación de los ácidos y los azúcares del zumo fue 
diferente de la anterior naranja estudiada, Valencia Late. La acidez 
del zumo disminuyó significativamente (P<0.05) de septiembre a abril 
(30.97 g/l en septiembre; 23.60 g/l en noviembre, 21.50 g/l en 
diciembre; 20.80g/l en febrero y 8.35 g/l en abril) (Figura VI-20). De 
septiembre a febrero el citrato disminuyó un 89.64%, mientras que el 
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malato no varíó significativamente (P<0.05) (4.88 g/l en septiembre; 
7.07 g/l en febrero). Por tanto parece que la degradación del ácido 
cítrico es la principal causante del descenso de la acidez del zumo en 



























Figura VI-21: Expresión de PEPCK1 (     ), PEPCK2 (     ), y 
PEPCK3 (       ) en pulpa de Washington Navel en septiembre 
(SEP), noviembre (NOV), diciembre (DIC), febrero (FEB) y abril 
(ABR) respecto a la expresión de PEPCK1 en septiembre. 
Letras diferentes indican diferencias significativas (µ ± E.S., 
P<0.05, n =6). 
 
Figura VI-20: Acidez g/l (     ) y ºBrix (    ) del zumo de la 
variedad Washington Navel en septiembre (SEP), noviembre 
(NOV), diciembre (DIC), febrero (FEB) y marzo (MAR). Letras 
diferentes indican diferencias significativas por parámetro (µ 














































































La expresión de PEPCK1 en Washington Navel no varió 
significativamente (P<0.05) de septiembre a abril. La expresión de 
PEPCK1 fue similar a la de PEPCK2 a excepción del muestreo 
realizado en diciembre. La expresión de PEPCK3 fue también 
constante y significativamente inferior (P<0,05) a la de PEPCK1 y a la 
de PEPCK2 (Figura VI-21). 
 
A continuación se estudió otra naranja del grupo de las 
blancas, la variedad Sucreña. Los sólidos solubles totales fueron 
relativamente similares (P<0.05) a las otras variedades de naranja 
estudiadas, Washington Navel y Valencia Late. Sucreña se caracteriza 
por un nivel prácticamente basal de acidez en el zumo del fruto a lo 
largo de la fase II y III de la maduración del fruto (Figura VI-22). La 
acidez fluctuó de 0.76 g/l a 1.77 g/l, siendo muy inferior a la acidez 
del zumo de las otras variedades de cítricos estudiadas. Esta 
característica fue decisiva en la elección de esta variedad para 
estudiar la expresión de PEPCK. En Sucreña, la expresión de PEPCK1 
fue significativamente superior a la de PEPCK2 y PEPCK3. La 
expresión de PEPCK1 en septiembre y noviembre fue mayor 
significativamente a diciembre o febrero (Figura VI-23). 
Posteriormente, los valores de expresión de PEPCK1 a lo largo de los 
muestreos realizados en Sucreña fueron similares a los observados en 
las otras variedades de naranja, sin mostrar un incremento en la 
expresión significativo como se vió que ocurría en las variedades de 
mandarina y limón. La expresión de PEPCK2 y la de PEPCK3 fueron 
constantes y bajas (Figura VI-23). 
De los resultados obtenidos en Sucreña se puede decir que 
su máximo de acidez es al menos un 75% inferior a la menor acidez 
de las demás variedades estudiadas. Los sólidos solubles totales no 
varían a lo largo de su maduración. La expresión de PEPCK1 es 
 
 220
superior a la de PEPCK2 y a la de PEPCK3 en los primeros muestreos, 
siendo similares entre si en las demás fechas. En estudios realizados 
sobre otros frutos señalan que PEPCK se induce en algunos casos sin 
existir degradación de citrato y/o malato pero generalmente lo hace 
en estadios posteriores a la acumulación de citrato y/o malato 
(Famiani y cols 2005), resultados que sugieren que PEPCK es 
























Figura VI-23: Expresión de PEPCK1 (    ), PEPCK2 (    ), y 
PEPCK3 (   ) en pulpa de Sucreña en septiembre (SEP), 
noviembre (NOV), diciembre (DIC), febrero (FEB) y marzo 
(MAR). Letras diferentes indican diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n =6). 
Figura VI-22: Acidez g/l (       ) y SST (ºBrix) (       ) de Sucreña 
en septiembre (SEP), noviembre (NOV), diciembre (DIC), febrero 
(FEB) y marzo (MAR). Letras diferentes indican diferencias 



































































Tabla VI-2: Cuadro resumen de la reducción de ácidos, 
incremento de SST e inducción de la expresión de PEPCK1 en 
Clementina (Clementina de Nules, Z46, D11, H03, I09 y J59), 
Fortune, Limón, Valencia Late, Washington Navel y Sucreña. 









Clementina SI SI SI SI 
Fortune SI SI SI NO 
Limón NO NO SI SI 
Valencia Late SI SI SI SI 
Washington Navel SI NO NO NO 
Sucreña NO SI débil NO NO 
 
Como conclusiones finales de este apartado se puede decir 
que al menos, para las variedades estudiadas de mandarinas y limón 
PEPCK1 se induce en las primeras fases de maduración, de 
septiembre a noviembre (Tabla VI-2). Aunque PEPCK no está presente 
en todos los frutos que acumulan ácidos (Chen y cols 2004) se 
incrementa de los estadios verdes a los maduros (Famiani y Walter 
2009). En mandarina y limón la inducción de PEPCK en sus frutos se 
produce durante la reducción de ácido y el aumento simultáneo o 
posterior de azúcares durante la primera fase de maduración 
(septiembre a noviembre). Esto sugiere que PEPCK participa en la 
desasimilación de los ácidos orgánicos durante la maduración de los 
frutos cítricos tal y como se ha visto que ocurre en otras especies 
(Bashrami y cols 2001; Famiani y cols 2005, 2009). El incremento en 
la expresión de PEPCK puede ser debido a un mayor aporte de su 
sustrato, el ácido oxalacético, procedente del catabolismo de los 
ácidos. Además, como cataliza uno de los primeros pasos de la 
gluconeogénesis, el incremento de SST puede que sea debido, en 
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parte, a la síntesis de fructosa y glucosa por la activación de esta 
ruta. Sin embargo, la inducción de PEPCK1 durante fases posteriores 
de la maduración no está relacionada con la reducción de ácidos ni el 
incremento de azúcares. Por tanto, deben existir otras funciones 
asociadas a PEPCK. Entre estas funciones podría estar su uso como 
carboxilasa (Ruffner y Kliewer 1975). En limón puede que el ácido 
cítrico acumulado en la vacuola sea paulatinamente liberado al 
citosol mediante un transportador vacuolar (Shimada y cols 2006) 
manteniéndose asi un nivel constante de ácidos y de expresión de 
PEPCK1.  
Las diferencias observadas entre las variedades de naranja y 
mandarina o limón, parecen indicar diferencias entre especies 
presentando así una relación taxonómica, que podría ser debido a 
una mutación en PEPCK1 o en los mecanismos de su regulación. 
Entre estas diferencias estaría que, en términos absolutos, la 
expresión de PEPCK1 en las mandarinas es superior a las naranjas. 
En conclusión, la inducción de PEPCK1 se produce durante 
la reducción de ácidos y el aumento simultáneo o posterior de 
azúcares durante la primera fase de maduración del fruto (septiembre 
a noviembre). En fases posteriores de la maduración, la inducción de 
PEPCK1 no está relacionada ni con la reducción de ácidos ni con el 




VI.3.2. Identificación y expresión del gen que codifica para 
fosfoenolpiruvato decarboxilasa (PEPCL) en variedades de 
cítricos. 
Tras seleccionar y estudiar la expresión de fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa en variedaes de cítricos y observar diferentes 
comportamientos, se procedió a realizar un estudio similar con 
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCL) (EC 4.1.1.31) enzima que 
cataliza la reacción inversa a PEPCK, transformando 
fosfoenolpiruvato en oxalacetato:  
 
fosfato+ fosfoenolpiruvato + H2O + CO2 -----> Oxalacetato + fosfato 
 
A diferencia de PEPCK, la expresión de PEPCL obtuvo 
correlación con los ºBrix (Figura VI-24) y no con la acidez ni con el 
IM, observación que apoya los estudios realizados en otras especies 
donde es sabido que la glucosa activa la expresión de PEPCL (Izui y 
cols 2004).  
El estudio de la expresión 
de PEPCL resulta también 
interesante puesto que se le ha 
asociado funciones relacionadas con 
el metabolismo de los ácidos: el 
abastecimiento de intermediarios del 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos y 
un papel en la regulación del pH 
celular (Chen y cols 2008). 
Las 10 secuencias de ESTs correspondientes a la 
fosfoenolpiruvato carboxilasa disponibles en la base de datos del 
Proyecto de Genómica Funcional de Cïtricos (Forment y cols 2005; 
Terol y cols 2007) se ensamblaron en 3 contigs cuyas secuencias 
Figura VI-24: Correlación 
entre la expresión génica 





















llegaban a la cola Poli (A). Cada contig se designó como PEPCL1, 
PEPCL2 y PEPCL3 (secuencias en Anexo X).  
Se realizó un árbol filogenético con las secuencias de 
PEPCL1, PEPCL2, PEPCL3 y las 23 secuencias génicas identificadas 
como fosfoenolpiruvato carboxilasa en las especies de plantas 
existentes en www.ncbi.nlm.nih.gov (Figura VI-25-A y VI-25-B). 
Comparando las secuencias nucleicas entre si se observó que el 
porcentaje de identidad de PEPCL1 fue del 68% con Vid al 82% con 
Arabidopsis. El orden de identidad de mayor a menor fue: Arabidopsis 
> Arroz > Maíz > Loto > Trigo > Soja > Ricino > Vid. La identidad de 
PEPCL2 fue al menos del 71%, siendo la mayor identidad encontrada 
con Ricino y Vid y la menor con Loto y Arabidopsis, al contrario que 
con PEPCL1. Las identidades observadas de mayor a menor fueron: 
Ricino > Vid > Arroz > Soja > Maíz > Trigo > Arabidopsis > Loto. La 
identidad de PEPCK3 fue muy similar con las demás secuencias, 
siendo la menor un 70% con Arabidopsis y la mayor un 82% con 
Loto. Estas identidades, junto con el estudio del árbol filogenético 
(Figura VI-25-A) sugirieron que PEPCL1 es más similar a los genes 
que codifican para PEPCL de Arabidopsis que a las demás especies 
estudiadas. La secuencia de PEPCL2 se parece más a las secuencias 
de los genes que codifican para PEPCL en Vid y la secuencia de 
PEPCL3 a las de Ricino o Vid. Paralelamente, se compararon las 3 
secuencias de PEPCL con el melocotón (Prunus persica) y se 
obtentuvo una similitud con secuencias no posicionadas del 84%, 
90% y 94% con PEPCL1, PEPCL2 y PEPCL3 respectivamente. Estas 
identidades fueron mayores que las encontradas con las demás 











































 841765-Arabidopsis thaliana ATPPC1
 820723-Arabidopsis thaliana ATPPC3
 8287235-Ricinus communis
 818860-Arabidopsis thaliana ATPPC2
 4325309-Oryza sativa
 543328-Triticum aestivum
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Figura VI-25: Árbol filogenético de las 
secuencias nucleicas (A) y proteicas (B) de 
los genes de PEPCL en plantas (Gene ID-






El estudio de secuencias proteicas destacó que PEPCL1 tuvo 
identidades entre el 87% y el 93% a excepción del 57% con la 
secuencia de trigo. El orden de identidad de mayor a menor fue: arroz 
> maíz > ricino > vid = soja =loto = arabidopsis > trigo. Sin embargo, 
las similitudes de secuencia proteicas de PEPCL2 y PEPCL3 fueron 
inferiores a PEPCL1 con una identidad máxima del 26% y del 40% 
respectivamente. 
Resumiendo, el estudio indica que las similitudes de las secuencias 
proteicas de PEPCL (Figura VI-25-B), son parecidas a la de las 
secuencias nucleicas, siendo la secuencia de PEPCL1 más parecida a 
las de Arabidopsis que a especies leñosas como Vid. Las secuencias 
proteicas de PEPCL2 y PEPCL3 están separadas filogenéticamente del 
resto de las secuencias estudiadas. Los resultados anteriores indican 
que los cambios en las secuencias nucleótidas de PEPCL2 y PEPCL3 
en cítricos produjeron cambios en sus secuencias proteicas lo 
















V.3.2.1. Inducción de PEPCL durante la maduración 
del fruto en mandarinas y naranjas. 
A) MANDARINAS 
En Clementina de Nules, la expresión de PEPCL1 y de 
PEPCL2 aumentaron significativamente (P<0.05) un 45% y un 65% de 
septiembre a noviembre respectivamente mientras que la expresión 
de PEPCL3 no varió (Figura VI-26-A). En Fortune, la expresión de 
PEPCL1 aumentó más del doble de septiembre a diciembre mientras 
que la expresión de PEPCL2 y la de PEPCL3 no variaron 
significativamente (P<005) (Figura VI-26-B). Es de observar que la 
expresión de PEPCL se incrementó paralelamente al incremento en la 













Como conclusión, los genes PEPCL y PEPCK parece que se 
encuentran inducidos durante la maduración, como ocurre en otras 
especies (Chen y cols 2008; Famiani y cols 2005, 2009). La expresión 
de PEPCL se incrementa durante la maduración siendo la expresión 
de PEPCL1, PEPCL2 y PEPCL3 similar en Clementina de Nules y en 
Fortune.  
Figura VI- 26: Expresión de PEPCL1 (    ), PEPCL2 (    ), y 
PEPCL3 (     ) en pulpa de: Clementina de Nules (A), Fortune (B) 
respecto a la expresión de PEPCL1 en septiembre. Letras 
































































En Valencia Late, la 
expresión de PEPCL1, PEPCL2 y 
PEPCL3 se incrementó 
significativamente (P<0.05) más 
del doble de septiembre a febrero 
(Figura VI-27-A). 
En Sucreña, la expresión de 
PEPCL2 aumentó un 85% de 
septiembre a diciembre 
manteniéndose la expresión de 
PEPCL1 y PEPCL3 sin cambios 
significativos (P<0.05) (Figura VI-
27-B).  
En Washington Navel, la 
expresión de PEPCL1 aumentó 
significativamente (P<0.05) de 
septiembre a febrero 
manteniéndose la expresión de 
PEPCL2 y la de PEPCL3 sin 
cambios significativos (P<0.05) 
(Figura VI-27-C). El incremento en 
la expresión de PEPCL1 en 
Washington Navel fue del 75%, 
porcentaje menor respecto al 
































































































Figura VI-27: Expresión de 
PEPCL1 (    ), PEPCL2 (     ), 
y PEPCL3 (     ) en pulpa de: 
Valencia late (A), Sucreña 
(B) y W.Navel (C) respecto a 
la expresión de PEPCL1 en 
septiembre. Letras 
diferentes indican 
diferencias significativas (µ 
± E.S., P<0.05, n ≥ 3). 
  B 
   A 
  C 
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Los resultados muestran que en las mandarinas y en las 
naranjas se produce un aumento en la expresión de PEPCL al 
principio de la maduración seguido de una disminución al final. La 
expresión de PEPCL no correlacionó con la acidez. Esto es consistente 
con los resultados obtenidos en otras especies como el melocotón 
(Moing y cols 2000), piña (Saradhuldhat y Paull 2007), loquat (Chen y 
cols 2009) o melón (Mi Tang y cols 2010) donde la expresión de 
PEPCL no correlaciona con la concentración de ácido cítrico.  
 
 
V.3.2.2. Inducción de PEPCL durante la maduración del 
fruto en limones. 
En el limón, entre los estadios verdes (ICC=-2,36) a los 
amarillos (ICC=3.1) la expresión de PEPCK1 aumentó 
significativamente (Figura VI-17) mientras que no se observaron 
diferencias significativas ni en la expresión de PEPCL1, ni en la de 
PEPCL2 ni en la de PEPCL3 (Figura VI-28), siendo sus expresiones 
similares a las observadas en las mandarinas (Figuras VI-12, VI-13 y 
VI-14). 
El nivel constante de expresión del gen que codifica para 
PEPCL fue similar al observado en frutos de fresón (Famiani y cols 
2005) que a semejanza con el limón, también su concentración de 
citrato aumenta durante su maduración, permaneciendo elevada en 
los estadios muy maduros. Este nivel constante de PEPCL podria ser 
responsable, al menos en parte, del alto contenido en ácidos del fruto 
puesto que contribuiría al suministro de oxalacetato, intermediaro del 






















En plantas, PEPCL se activa por glucosa (Izui y cols 2004). 
Sin embargo, los estudios realizados sobre algunos frutos muestran 
que la expresión de PEPCL se incrementa al principio de la 
maduración y luego disminuye paralelamente al incremento 
progresivo de los azúcares (Chen y cols 2009; Mi Tang y cols 2010). 
En las mandarinas y en las naranjas la expresión de PEPCL fue 
similar a la descripción de estos estudios ya que se incrementa al 
principio y disminuye al final de la maduración, inversamente a los 






Figura VI-28: Expresión de PEPCL1     
(  ), PEPCL2 (   ) y PEPCL3 (  ) en 
pulpa de Limón en un estadio 
verde (ICC=-2.36) y un estadío 
amarillo (ICC=3.1) respecto al 
estadío verde. Letras diferentes 
indican diferencias significativas (µ 




























Tabla VI-3: Cuadro resumen de la reducción de ácidos, 
incremento de SST e inducción de la expresión de PEPCL1 y 
PEPCL2 en Clementina de Nules, Fortune, Limón, Valencia 










Clementina de Nules SI SI SI SI 
Fortune SI SI SI NO 
Limón NO NO NO NO 
Valencia Late SI SI SI SI 
Washington Navel SI NO claro NO SI 
Sucreña NO SI débil NO SI 
 
En variedades donde el ácido málico y no el cítrico es el 
mayoritario del zumo como el albaricoque (Chen MeiXia y cols 2009) y 
la manzana (Yao y cols 2009), PEPCL se induce durante el desarrollo 
del fruto, paralelamente al aumento en la concentración de ácido 
málico. Estos resultados son contrarios a los trabajos realizados de 
inhibición de PEPCL por el malato (Chollet y cols 1996; Vidal y 
Chollet 1997; Nimmo 2003; Izui y cols 2004; Feria y cols 2006). Estos 
estudios en conjunto apuntan que, en los frutos, otros factores 
además de la acidez deben modular la expresión de PEPCL. Los 
resultados obtenidos en clementinas y naranjas indican que la 
expresión de PEPCL1 se induce tanto cuando hay un descenso en la 
acidez (Clementina de Nules, Fortune y Valencia Late pero no en 
Washington Navel) como cuando el contenido en ácidos es muy bajo 
(Sucreña) y tampoco se induce cuando la acidez es muy alta (Limón). 
Por tanto, parece que la acidez no modula exactamente la expresión 
de PEPCL1 en los cítricos. La inducción de la expresión de PEPCL2 en 
clementinas y naranjas se produce tanto cuando existe reducción de 
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ácidos (Clementina de Nules, Valencia Late y Washington Navel) como 
cuando ésta no se produce (Fortune y Sucreña) (Tabla VI-3). 
 
Como conclusión del apartado V.3.3. se puede sugerir que 
aunque la expresión global de PEPCL de micromatrices correlacionó 
con el aumento de los sólidos solubles totales, los resultados 
individuales de cada gen muestran que no existe un efecto inequivoco 
de la reducción de ácidos o la acumulación de SSTs sobre la 





VI.3.3. Identificación y expresión del gen fosfoenolpiruvato 
carboxilasa quinasa (PEPCL-K) en variedades de cítricos. 
El gen que codifica la proteina fosfoenolpiruvato carboxilasa 
quinasa (PEPCL-K) tanto a nivel proteico como génico está menos 
estudiado que PEPCL o que PEPCK. La principal función asociada a 
la proteina es la modulación de la actividad de PEPCL en plantas, 
haciendo que ésta sea más activa mediante fosforilación (Nimmo 
2003, Shenton y cols 2006, Chen y cols 2008, Meimoun y cols 2009). 
Pese a que no existen muchos estudios sobre ella, algunos señalan 
que la modulación de PEPCL vía PEPCL-K se realiza a nivel 
posttranscripcional (Vidal y Chollet 1997; Nimmno 2003; Izui y cols 
2004). También es conocido que su actividad está inhibida por malato 
y activada por la presencia de glucosa y/o ácido abscísico (Feria y 

















Figura VI-29: Esquema de la reacción donde intervienen 
PEPCK, PEPCL y PEPCL-K, las principales rutas metabólicas 
del oxalacetato, fosfoenolpiruvato y los metabolitos que 
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Las 21 secuencias de ESTs correspondientes a 
fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa disponibles en la base de datos 
del Proyecto de Genómica Funcional de Cítricos (Forment y cols 2005; 
Terol y cols 2007) se ensamblaron en 2 contigs, designados como 
PEPCL-K1 y PEPCL-K2 (secuencias en Anexo X).  
Se realizó un árbol filogenético con las secuencias de PEPCL-
K1, PEPCL-K2 y las 15 secuencias identificadas como 
fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa en las especies de plantas 
recogidas en el (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Figura VI-30-A y VI-30-B). 
El máximo porcentaje de identidad entre PEPCL-K1 y las 
demás secuencias nucleicas estudiadas fue del 68% (P<0.001) siendo 
el orden de mayor a menor similitud: Arabidopsis > Loto > Soja > 
Arroz> Tomate > Maíz, valores inferiores a los obtenidos para PEPCL-
K2, con una identidad máxima del 84% en Soja, siendo las 
similitudes de mayor a menor orden: Soja > Tomate > Loto > Arroz > 
Maíz > Arabidopsis. Las identidades de ambas fueron inferiores a las 
obtenidas con PEPCK o PEPCL. 
Las secuencias de PEPCL-K1 y PEPCL-K2 resultaron bastante 
separadas del resto de secuencias, siendo la soja y el tomate las más 
similares a ellas. Las similitudes de secuencias con el melocotón 
fueron mayores (80% con PEPCL-K1 y 81% con PEPCL-K2). De 
manera similar a PEPCK y PEPCL, PEPCL-K señala una mayor 
similitud entre el género Prunus y Citrus. La máxima identidad entre 
las secuencias proteicas con PEPCL-K1 fue del 24% con Loto. PEPCL-
K1 está separada filogenéticamente del resto de secuencias, indicando 
que los cambios producidos en su secuencia nucleica han generado 
cambios lo suficientemente grandes en la secuencia proteica para 
separarlo del resto. Por el contrario, PEPCL-K2 presentó una 
identidad de secuencia proteica entre el 85% y el 88%, siendo más 
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Figura VI-30: Árbol filogenético de las secuencias nucleicas 
(A) y proteicas (B) de los genes de PEPCL-K en plantas 





VI.3.3.1. Estudio de la expresión génica. 
En Clementina de Nules, la expresión de PEPCL-K2 se 
incrementó de septiembre a noviembre, mientras que PEPCL-K1 no 
varió significativamente (P<0.05). De noviembre a febrero, tanto la 
expresión de PEPCL-K1 como la de PEPCL-K2 disminuyeron 
significativamente (Figura VI-31). En Fortune, la expresión de PEPCL-
K1 y de PEPCL-K2 disminuyeron significativamente de septiembre a 

















En Valencia Late y Washington Navel la expresión génica de 
PEPCL-K1 y la de PEPCL-K2 disminuyó significativamente (P<0,05) de 
septiembre a febrero, manteniéndose de febrero a abril sin cambios 
significativos (Figuras VI-36 y VI-37). Tanto en W.Navel como en 
Valencia Late, la expresión de PEPCL-K no fue paralela a la de PEPCL 
Figura VI-31: Expresión de 
PEPCL-K1 (   ), PEPCL-K2 (     ), 
en pulpa de Clementina de 
Nules en septiembre (SEP), 
noviembre (NOV) y febrero 
(FEB) respecto a la expresión 
de PEPCL-K1 en septiembre. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n ≥ 3). 
Figura VI-32: Expresión de 
PEPCL-K1 (   ), PEPCL-K2 (    ), 
en pulpa de Fortune en 
septiembre (SEP), diciembre 
(DIC) y marzo (MAR) respecto 
a la expresión de PEPCL-K1 
en septiembre. Letras 
diferentes indican diferencias 
significativas (µ ± E.S, P<0.05, 






















































indicando que PEPCL-K no parece modificar inequivocamente la 


















La expresión de PEPCL-K modula la actividad de PEPCL en 
plantas (Nimmo 2003; Shenton y cols 2006; Chen y cols 2008; 
Meimoun y cols 2009) y se incrementa a lo largo de la maduración 
(Marsh y cols 2003) aunque en algunas especies como Arabidopsis 
esta coordinación entre PEPCL-K y PEPCL no está presente (Chen y 
cols 2008). Los resultados obtenidos de la expresión génica de 
PEPCL-K y PEPCL indican que en las mandarinas y las naranjas, 




Figura VI-36: Expresión de 
PEPCL-K1 (    ), PEPCL-K2 (    ), 
en pulpa de Valencia late en 
septiembre (SEP), febrero 
(FEB)) y abril (ABR) respecto a 
la expresión de PEPCL-K1 en 
septiembre. Letras diferentes 
indican diferencias 
significativas (µ ± E.S., P<0.05, 
n ≥ 3). 
Figura VI-37: Expresión de 
PEPCL-K1 (    ), PEPCL-K2 (     ), 
en pulpa de Washington Navel 
en septiembre (SEP), febrero 
(FEB) y abril (ABR) respecto a 
la expresión de PEPCL-K1 en 
septiembre. Letras diferentes 
indican diferencias 
significativas (µ ± E.S., P<0.05, 



















































En relación a cambos de pH en el citosol y la expresión de 
PEPCL-K hay realizados pocos estudios y ninguno en frutos. 
Concretamente en Arabidopsis los dos genes existentes de PEPCL-K 
aumentan su expresión a mayor pH si bien el rango de pH estudiado 
está entre 4 y 8, rango superior al existente en los zumos de los frutos 
cítricos (Chen y cols 2008). En este trabajo se estudió la expresión de 
PEPCL-K en dos variedades con valores extremos en la acidez: limón y 
Sucreña. En el limón entre dos estadios de maduración diferentes: 
uno verde (ICC de -2.36; pH = 1.95) y uno amarillo (ICC de +3.1: pH = 
1.84) con diferencias en el ICC pero no en el pH, la expresión de 


















En Sucreña entre dos fechas alejadas tampoco sin 
diferencias significativas en el pH (pH=5,28 en septiembre; pH= 4,59 
Figura VI-33: Expresión de 
PEPCL-K1 (  ), PEPCL-K2 (  ), 
en pulpa de Limón en un 
estadio verde (ICC=-2.36) y 
un estadio amarillo (ICC=3.1) 
respecto al estadío verde. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.05, n ≥ 3). 
Figura VI-34: Expresión de 
PEPCL-K1 (  ), PEPCL-K2 (  ), en 
pulpa de Sucreña en 
Septiembre (SEP) y Diciembre 
(DIC) respecto a septiembre. 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 

















































en diciembre) tampoco se observaron diferencias significativas en la 
expresión de PEPCL-K1 ni en la de PEPCL-K2 (Figura VI-34). Sin 
embargo, al comparar los valores de expresión de PEPCL-K entre 
Sucreña y Limón, se observó que una variación en el pH de 2,6 veces 
significó un incremento en la expresión de PEPCL-K1 y de PEPCL-K2 
2.9 veces y 3.5 veces significativamente mayor (P<0.05) en Sucreña 
respecto a Limón. 
Al estudiar expresión de PEPCL-K entre variedades con 
acidez intermedias entre el Limón y Sucreña en estadios maduros de 
las mismas, incluyendo la variedad Fortune y la variedad Clementina 
de Nules se observó una tendencia de la expresión de PEPCL-K a 
aumentar conforme aumentó el pH del zumo (Figura VI-35). Por tanto 
parece existir una relación entre la expresión de PEPCL-K y el pH, 
expresándose más en la pulpa de los frutos con menor contenido en 
















Figura VI-35: Expresión de PEPCL-K1 (  ), PEPCL-K2 (   ) 
en pulpa y pH del zumo (    ) de: Limón amarilo (LIM), 
Fortune en diciembre (FOR), Clementina de Nules en 
noviembre (NOV) y Sucreña en diciembre (SUC) respecto 
a la expresión de PEPCL-K1 en Limón. Letras diferentes 
indican diferencias significativas por parámetro (µ ± 













































En plantas, tanto la expresión de PEPCL-K como de los genes 
que responden a la sacarosa son inducidos por la disponibilidad de 
fosfato (Fukayama 2006; Franco-Zorrilla y cols 2005; Chen y cols 
2007; Karthikeyan y cols 2007) y sus expresiones aumentan con la 
disponibilidad de fuentes de carbono, como la sacarosa, o por un 
aumento del pH citosólico (Chen y cols 2008). A excepción de 
Washington Navel, tanto en Clementina de Nules como en Fortune o 
en Valencia Late, variedades que durante su maduración acumularon 
azúcares (SST) y aumentaron su pH (descendió la acidez), la 
expresión de PEPCL-K no aumentó significativamente (P<0,05). Por 
tanto, la expresión de PEPCL-K parece depender del nivel de ácidos 
como se muestra en las distintas variedades, pero en una misma 
variedad la reducción de la acidez no parece inducir la expresión de 
este gen. Por otro lado, algunos trabajos indican que la actividad de 
PEPCL aumenta por su fosforilación, proceso modulado a nivel 
posttranscripcional por PEPCL-K (Nimmo 2003; Izui y cols 2004; 
Fukayama y cols 2006; Bailey y cols 2007; Chen y cols 2007) aunque 
recientes estudios señalan que no siempre ocurre asi (Chen y cols 
2008). Tanto en mandarinas como en naranjas, la expresión de 
PEPCL no parece estar regulada por la expresión de PEPCL-K 
pudiendo tener un tipo de control a nivel posttranscripcional como 
ocurre en otras especies (Nimmo 2003; Izui y cols 2004). 
Como conclusiones de los resultados anteriores, se puede 
decir que tanto en mandarinas como en naranjas, la expresión de 
PEPCL-K no está regulada por la acumulación de SST o el descenso 






VI.3.4. Análisis multivariante del comportamiento de 
PEPCK, PEPCL, PEPCL-K en las variedades de cítricos 
estudiadas. 
Dado que parecen existir diferencias en el agrupamiento 
entre los grupos taxonómicos de las variedades estudiadas en función 
de los diferentes comportamientos de la expresión génica de PEPCK, 
PEPCL y PEPCL-K, se realizó un enfoque global de la expresión de los 
tres genes. En un primer lugar se realizó un análisis multivariante 
mediante funciones discriminantes tomando como variables todas las 
fechas de los muestreos realizados entre los meses de septiembre a 
abril para las 6 variedades: Clementina de Nules, Fortune, Limón, 
Washington Navel, Valencia Late y Sucreña sin tener en cuenta el 

















Figura VI-38: Gráfico de funciones discriminantes de las 
variedades Clementina de Nules, Fortune, Limón, Valencia 
Late, Washington Navel y Sucreña tomando como variables la 
expresión génica de PEPCK, PEPCL, PEPCL-K en 4 épocas de 
muestreo (septiembre, noviembre, febrero y abril) durante el 
periodo de maduración comprendido entre septiembre y abril. 
Variabilidad contemplada del modelo con la funcion 1 y la 



















Este estudio mostró un agrupamiento en función del mes 
analizado, diferenciándose cuatro grupos según si el estudio se 
realizaba en septiembre, en noviembre, en febrero o en abril. Las dos 
funciones discriminantes fueron estadísticamente significativas al 
95% de nivel de confianza y recogen el 95,76% de la variabilidad de 
los datos. De este primer análisis se concluyó que la época es una 
variable de gran peso para explicar el comportamiento de la expresión 


















Al realizar el análisis de funciones discriminantes por fecha, 
se observó que la expresión de PEPCK, la de PEPCL y la de PEPCL-K 
no muestraba similitudes taxonómicas (Figura VI-39), lo cual resultó 
razonable puesto que son variedades con periodos de maduración 
muy diferente entre si. Por ello, se escogió el muestreo de noviembre 
Figura VI-39: Gráfico de funciones discriminantes en las 
variedades Clementina de Nules (  ), Fortune (  ), Limón (  ), 
Valencia Late (  ), Washington Navel (  ) y Sucreña (   ) tomando 
como variables la expresión génica de PEPCK, PEPCL, PEPCL-K 
en 4 épocas de muestreo: (A) septiembre,  (B) noviembre, (C) 
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para realizar un estudio multivariante de agrupamiento de las 
variedades en función del patrón de comportamiento de PEPCK, 
PEPCL y PEPCL-K (Figura VI-40).  
El coeficiente cofenético obtenido tras su normalización por el 
estadístico de Mantel entre la matriz de distancia y la matriz 
cofenética fue de r= 0.84158 (P<0.002) indicando que el cluster 
obtenido representó más de un 84% de la variabilidad contenida en la 
población estudiada con una probabilidad superior al 99.8% 
















Los resultados obtenidos del agrumiento señalaron que las 
variedades de mandarina: Clementina de Nules y Fortune se 
encuentran más cercanas entre sí y a su vez al Limón que a las 
variedades de naranja. De éstas, Valencia Late y Washington Navel 
son más similares entre sí que a Sucreña (Figura VI-40). Los 
agrupamientos de estos dos grandes grupos son coherentes con los 
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Figura VI-40: Agrupamiento cluster de las variedades 
Clementina de Nules (CN), Fortune (FO), Limón (LI), 
Valencia Late (VL), Washington Navel (WN) y Sucreña (SU) 
tomando como variables la expresión génica de PEPCK, 
PEPCL, PEPCL-K en estadios de maduración. Distancia 




dos patrones de comportamiento encontrados al estudiar la expresión 
de PEPCK. Al observar con detalle el grupo de naranjas, la similitud 
entre Valencia Late y Washington Navel respecto a Sucreña 
concuerda con los resultados obtenidos del estudio de PEPCL-K. 
Además se procedió a discernir qué gen o genes son más 
relevantes en la regulación de la reacción que cataliza la conversión 
de oxalacetato a fosfoenolpiruvato (Figura VI-41) mediante un análisis 
multivariante de agrupamiento. 
Para ello se emplearon 
los datos de la expresión de 
PEPCK1, PEPCK2, PEPCK3, 
PEPCL1, PEPCL2, PEPCL3, 
PEPCL-K1 y PEPCL-K2 en tres 
fechas de muestreo 
independiente para cada una de 
las 6 variedades estudiadas.  
El análisis de agrupamiento englobó los genes en tres grupos 
(Figura VI-42). El primero formado únicamente por PEPCK1, indicó 
que la expresión de este gen presentó una diferencia de similitud en 
su expresión claramente diferente a los demás, pudiendo ser 
considerado como el gen más relevante respecto a los otros 
considerados en la reacción estudiada. Este resultado es coherente 
con los resultados de expresión realizados en el apartado VI.3.1. El 
segundo grupo estuvo formado por PEPCL1 y PEPCL2, los cuales en 
términos absolutos se expresaban en mayor medida que los 
pertenecientes al tercer grupo formado por PEPCK3, PEPCL3, PEPCL-
K1 y PEPCL-K2, los cuales su expresión no presentaron grandes 
diferencias en su expresión a lo largo de la maduración, como se vió 
en el apartado VI.3.2 y VI.3.3.  
 
Figura VI-41: Esquema de la 
reacción donde intervienen 





























En resumen, los resultados de los análisis multivariante 
sugieren que la expresión de PEPCK, PEPCL y PEPCL-K resulta 
dependiente del estado de maduración de cada variedad. El 
agrupamiento por comportamiento establecido en el estudio de 
expresión (apartados VI.3.1, VI.3.2 y VI.3.3) es coherente con los 
resultados del análisis multivariante de agrupamiento. Ambos indican 
que las variedades de mandarina: Clementina de Nules y Fortune son 
más similares entre sí y a su vez al Limón que a las variedades de 
naranjas, de las cuales a su vez, Valencia Late y Washington Navel 
son más similares entre sí que a Sucreña. Además se ha determinado 
que no parece existir relación de inducción o represión entre PEPCK, 
PEPCL o PEPCL-K ya que no se observó similitud de expresión entre 
sí, destacándose a PEPCK1 como el gen probablemente más relevante 







































Figura VI-42: Agrupamiento de PEPCK1, PEPCK2, 
PEPCK3 , PEPCL1, PEPCL2, PEPCL3, PEPCL-K1 y PEPCL-
K2. Distancia euclidea cuadrado. Algoritmo agrupación 
UPGMA. Test de Mantel (n= 48, r=0.998, P<0,004). 
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VI.3.5. Efecto del ácido cítrico y el ácido oxalacético sobre la 
expresión del gen que codifica para la proteína PEPCK. 
En los frutos cítricos, durante la fase II del crecimiento del fruto, 
se produce una síntesis y acumulación de ácidos, principalmente 
ácido cítrico y ácido málico hasta alcanzar un máximo 
aproximadamente a los 150 días después de antesis (Soler 2009). A 
partir de este momento, el fruto sigue aumentando de tamaño y como 
consecuencia (en parte) de la entrada de agua se diluyen los ácidos. 
Para simular este proceso, se emplearon secciones de fruto de 
Clementina de Nules, a los 150 DDA y se sumergieron parcialmente 
(3 mm) en tres soluciones: agua desionizada (ADI), citrato 5000 ppm 
(CIT) y oxalacetato 5000 ppm (OAA). Siendo el citrato el ácido 
mayoritario en la pulpa de los frutos cítricos y el oxalacetato el 
sustrato de PEPCK se emplearon soluciones de estos dos ácidos para 
detener la reducción de acidez y observar el comportamiento de la 
expresión de PEPCK1. La hipótesis de partida era que la disminución 
de la acidez en el fruto induce la expresión de PEPCK1 (apartado 
VI.3.1) pareja al aumento de azúcares del mismo. 
En el ensayo ADI, se observó un comportamiento similar al 
de los frutos in vivo tanto para la acidez como para la expresión de 
PEPCK1. A las 6 horas de sumergir las secciones de frutos en agua la 
expresión génica de PEPCK1 aumentó significativamente (P<0.05) 
10.8 veces a la vez que la acidez disminuyó significativamente un 
11.07%. A las 24 horas, la expresión de PEPCK1 aumentó 
significativamente (P<0.05) 23.5 veces y la acidez disminuyó un 
21.22% respecto al estado inicial, relacionándose la inducción de 



































Figura VI-43: Expresión de PEPCK1 (   ) respecto al estadío de 1 h 
en respuesta a los cambios en la acidez (g/l) (     ) in vitro. Se utilizó 
la pulpa de secciones de fruto de Clementina de Nules de 150 DDA, 
sumergidos parcialmente en agua desionizada (A), ácido cítrico a 
5000 ppm (B) o ácido oxalacético a 5000 ppm (C), durante 1, 6 y 24 





















































































En otros sistemas se ha determinado que la expresión de 
PEPCK es inducida por pH ácido (Liu y cols 2005) y que PEPCK 
disminuye con la reducción en el pH en hojas aunque estos estudios 
fueron realizados siempre a valores de pH superiores a 6 (Chen y cols 
2008). Contrariamente, los resultados obtenidos aquí indicaron que el 
gen PEPCK1 incrementó su expresión paralelamente al descenso de la 
acidez en las vesículas de Clementina de Nules a los 150 DDA, bajo 
condiciones in vitro de reducción de acidez. En este caso, los valores 
de pH estudiados fueron inferiores a 4. Los otros dos ensayos con CIT 
y OAA mostraron que cuando la reducción en la acidez se detuvo 
mediante el aporte en el medio de ácido cítrico y málico a las 6 horas, 
el aumento en la expresión de PEPCK1 no se produjo (Figura VI-43-B, 
VI-43-C). Al disminuir la acidez de nuevo, como se muestra a las 24 
horas en el ensayo, la expresión del gen volvió a incrementarse 
(Figura VI-43-A). Los resultados obtenidos del medio CIT y el medio 
OAA fueron similares. 
Los resultados anteriores sugieren que la expresión de 
PEPCK1 parece estar relacionada con el descenso en la acidez o el 
aumento del pH. 
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VI.3.6. Efecto del ácido cítrico en el contenido de ácidos y 
azúcares del zumo. 
La expresión de PEPCK1 fue paralela al descenso del contenido 
en ácidos del fruto y al aumento de los azúcares  en las variedades de 
mandarino estudiadas (apartado VI.3.1). Además, existen evidencias 
de que la gluconeogénesis a partir de malato ocurre en la pulpa 
durante la maduración de frutos de uva y tomate (Ruffner 1982; 
Halinska y Frenkel 1991). Los resultados obtenidos parecen indicar 
que las primeras etapas de la ruta de la gluconeogénesis se activan 
durante la fase II en paralelo al catabolismo de los ácidos en los 
cítricos. Esta observación sugiere que en principio el catabolismo del 
ácido cítrico contribuiría al incremento en azúcares. Estos procesos 
tienen lugar en el interior de las vesículas de zumo. Estudios previos 
con vesículas de zumo de frutos maduros de cítricos han demostrado 
que éstas contienen y mantienen activa la maquinaria enzimática 
necesaria para metabolizar los azúcares solubles bajo condiciones de 
cultivo in vitro (Goren y cols 2000; Harada y cols 2001). En este 
apartado, se realizó un ensayo in vitro con vesículas de cítricos a las 
que se les suministró al medio de cultivo citrato, para determinar si 
su adición contribuye al aumento de contenido de fructosa, glucosa o 
sacarosa en el zumo.  
Para evaluar la absorción de sustancias del medio de cultivo 
por parte de las vesículas en este sistema de cultivo in vitro, se 
realizaron dos ensayos, uno con vesículas de Clementina y otro con 
vesículas de Naranja. Los medios de cultivo contenían fucosa como 
estándar interno, empleando una concentración de fucosa 100 veces 
inferior a la mínima concentración de sacarosa que debe ser 
adicionada al medio de cultivo para producir acumulación de 
azúcares en el interior de las vesículas de mandarinos (Harada y cols 
2001). Al cabo de 5 días, la concentración de fucosa en el interior de 
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las vesículas sin adicionó de ácido cítrico y adicionándole ácido cítrico 
fue similar (P<0.05, n=3). Estos resultados indicaron que el sistema 
de cultivo permitió la absorción de sustancias al interior de las 
vesículas y que el ácido cítrico no modificó la absorción de un azúcar 
procedente del medio de cultivo en un sistema de cultivo in vitro de 
vesículas de cítricos.  
En las vesículas donde se les añadió acido cítrico al medio de 
cultivo (CON CIT), se observó un aumento de la concentración de 
ácido cítrico 4.95 veces superior (Figura VI-44) respecto al medio sin 
adición de citrato (SIN CIT). También se observó un incremento 
significativo (P<0.05) del 57.2% en fructosa, un 22.67% en glucosa y 
un 55.72% en sacarosa (Figura VI-45). Estos resultados sugieren que 


















Figura VI-45: Porcentaje de 
fructosa, glucosa y sacarosa en 
el zumo de vesículas después de 
5 días de incubación en medio 
sin citrato (   ) y en medio con 
citrato (5000 ppm) (  ). Letras 
diferentes indican diferencias 
significativas (µ ± E.S., P<0.05, 
n =6). 
Figura VI-44: Porcentaje de 
ácido cítrico en el zumo de 
vesículas después de 5 días de 
incubación en medio sin 
citrato (SIN CIT) y con citrato 
(5000 ppm, CON CIT). Letras 
diferentes indican diferencias 
significativas (µ ± E.S., 







































En general, el ácido cítrico sintetizado en el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos es exportado al citosol mediante un cotransportador 
mitocondrial que intercambia citrato por malato y/o oxalacetato. En 
el citosol, el citrato se acumula en la vacuola. Por otro lado, existen 
dos rutas de catabolismo de citrato en el citosol. En la primera, la 
enzima ATP citrato liasa (EC 2.3.3.8) utiliza el citrato presente en el 
citosol como precursor para la síntesis de acetil-CoA y oxalacetato, 
aunque esta ruta se ha visto que se encuentra inhibida durante la 
maduración de los frutos cítricos (Cercós y cols 2006; Soler 2009). En 
la segunda ruta, el citrato es isomerizado a isocitrato por la acción de 
una aconitasa citosólica (Sadka y cols 2000). El isocitrato se 
transforma mediante la isocitrato deshidrogenasa dependiente de 
NADP+ (EC 1.1.1.41) en -cetoglutarato que posteriormente es 
transformado en glutamato y éste en 4-aminobutirico (GABA). Se ha 
demostrado que los genes implicados en la ruta de degradación del 
ácido cítrico vía GABA se encuentran activos en la pulpa de los frutos 
cítricos durante su maduración generándose, a partir del citrato, 
glutamato y succinato (Cercós y cols 2006). En Arabidopsis se ha 
identificado un translocador de succinato desde el citosol a la matriz 
mitocondrial que intercambia fumarato (Catoni y cols 2003)  
En un experimento posterior se adicionó citrato marcado con 13C 
en los carbonos 1 y 5, al medio de cultivo de vesículas de cítricos para 
estudiar las pautas de degradación del citrato y obtener evidencias de 
la degradación de citrato a través de la ruta GABA. En la Figura VI-46 


























 Figura VI-46: Ruta hipotética de degradación de ácido cítrico marcado con 1,5-13C-ácido cítrico. 






Básicamente la hipótesis predice que uno de los carbonos 
marcados en el citrato se perdería en la reducción de glutamato a 
GABA, mientras que el otro se perdería en la transformación de 
oxalacetato a fosfoenolpiruvato. El marcaje de los ácidos fue 
determinado mediante CG/MS. Los resultados muestran que ambos 
tipos de moléculas, las marcadas y las no marcadas se diferencian en 
dos unidades de masa en los fragmentos principales de su espectro 



















En el zumo de las vesículas con citrato marcado, la 
concentración de este compuesto se incrementó más de 17 veces, 
confirmando la incorporación del citrato marcado al contenido del 
interior de las vesículas cultivadas in vitro (Figura VI-48). 
Citrato natural 
Citrato marcado  
Figura VI-47: Espectro de masas de moléculas estándar de 
citrato natural y de citrato marcado con 13C en los carbonos 1 
y 5. En círculos amarillos se han remarcado los fragmentos 
mayoritarios, que en la molécula de citrato marcado difieren 


























La concentración de los azúcares, fructosa, glucosa y sacarosa 
en el zumo de las vesículas significativamente aumentó (P<0.05, n=6) 
en el medio suplementado con 5000 ppm de 1,5-13C-ácido cítrico (CM) 
respecto al control (Figura VI-49). Otro azúcar, el inositol, cuya 
síntesis no procede a través de la gluconeogénesis (como si lo están la 
glucosa y la fructosa), no mostró diferencias significativas (P<0.05, 
n=6) (Tabla VI-3). La fructosa aumentó un 14.8%, la glucosa un 
19.3% y la sacarosa prácticamente el doble (Figura VI-49). 
En las vesículas cultivadas in vitro en medio sin citrato exógeno 
CT, el porcentaje del ion 555 m/z, en relación con el ión molecular 
553 m/z del citrato resultó significativamente menor (P<0.001) un 
28.92% respecto al 96.62% del medio suplementado con 5000 ppm de 
Figura VI-48: Porcentaje de 
citrato marcado con 13C en el 
zumo de vesículas del medio 
suplementado con 5000 ppm 
de 1,5-13C-ácido cítrico (CM) 
respecto al medio sin adición 
de citrato marcado (CT). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas (µ ± 
E.S., P<0.01, n ≥ 6). 
Figura VI-49: Porcentaje de 
fructosa (FRU), glucosa (GLU) 
y sacarosa (SAC) en el zumo 
de vesículas después de 5 días 
de incubación en medio sin 
adición de citrato ( ) y en 
medio suplementado con 
5000 ppm de 1,5-13C-ácido 
cítrico ( ). Letras diferentes 
indican diferencias 
significativas por azúcar (µ ± 






































1,5-13C-ácido cítrico (CM) (Figura VI-50) confirmando la incorporación 
del citrato marcado con dos átomos de carbono del medio de cultivo 






















En la degradación del citrato a través de la ruta del GABA,  éste 
es transformado en glutamato (Cercós y cols 2006). Uno de los 
fragmentos mayoritarios del glutamato natural tiene una relación 
masa/carga de 257. El porcentaje del ión 259 m/z fue 
significativamente mayor (P<0.05) en el medio CM respecto al medio 
CT, pasando de 56.50% en CT a 104.95% en CM (Figura VI-51), 
Figura VI-51: Distribución 
isotópica del ión molecular 
257 m/z del derivado 
trimetilsililado del glutamato 
en vesículas cultivadas in 
vitro en medio suplementado 
con 5000 ppm de ácido 
cítrico ( ) y en medio 
suplementado con 5000 ppm 
de 1,5-13C-ácido cítrico (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas por 





















Figura VI-50: Distribución 
isotópica del ión molecular 
553 m/z del derivado 
trimetilsililado del ácido 
cítrico en vesículas 
cultivadas in vitro en medio 
suplementado con 5000 ppm 
de ácido cítrico (  ) y en 
medio suplementado con 
5000 ppm de 1,5-13C-ácido 
cítrico (  ). Letras diferentes 
indican diferencias 
significativas por ion (µ ± 























Figura VI-53: Distribución 
isotópica del ión molecular 
245 m/z del derivado 
trimetilsililado del fumarato 
en vesículas cultivadas in 
vitro en medio suplementado 
con 5000 ppm de ácido 
cítrico ( ) y en medio 
suplementado con 5000 ppm 
de 1,5-13C-ácido cítrico (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas por 
ion (µ ± E.S., P<0.05, n=6). 
confirmando la presencia en el glutamato de los dos átomos de 
carbono marcados en el citrato y por tanto la transformación de 
citrato en glutamato. 
En la ruta del GABA el glutamato es transformado en succinato, 
reacción en la cual se pierde uno de los carbonos marcados. El 
espectro de masas del succinato natural produce un fragmento 
mayoritario cuya relación masa/carga es 409. En vesículas cultivadas 
en medio suplementado con 5000 ppm de 1,5-13C-ácido cítrico (CM) 
se obtuvo un porcentaje de ión 410 m/z (P<0.001) del 123.87% 
mientras que fue solo del 9.95% en el citrato natural (Figura VI-52). 
Esto indica que el succinato resultante procede de una ruta que 


















Figura VI-52: Distribución 
isotópica del ión molecular 
409 m/z del derivado 
trimetilsililado del succinato 
en vesículas cultivadas in 
vitro en medio suplementado 
con 5000 ppm de ácido 
cítrico ( ) y en medio 
suplementado con 5000 ppm 
de 1,5-13C-ácido cítrico (  ). 
Letras diferentes indican 
diferencias significativas por 


































Asimismo, el succinato producido por la degradación del citrato 
en la ruta vía GABA podría ser traslocado al interior de la mitocondria 
y transformado en fumarato integrándose en el ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos. Como en el caso anterior, el ión 246 m/z del espectro 
del fumarato proveniente de la extracción realizada a partir del medio 
suplementado con citrato marcado con 1,5-13C-ácido cítrico fue 
mayor (39,15%) (P<0,05) que el porcentaje (22,07%) de este ión 
obtenido con el medio suplementado con citrato natural (Figura VI-
53). 
El análisis mediante espectrometría de masas también pudo 
confirmar que el malato presente en el medio suplementado con 
citrato marcado contenía una proporción significativa de malato 
marcado. 
La Figura VI-54 muestra, por ejemplo, que el porcentaje del ión 
molecular +1, 425 m/z es mayor en los espectros del malato 
procedente del cultivo suplementado con 5000 ppm de 1,5-13C-ácido 
cítrico (40,2%) que en los espectros del malato procedentes del otro 
medio (36,77%) (P< 0,01). 
El malato, mediante un transportador de membrana (Hanning y 
cols 1999) probablemente pasa al citosol donde es transformado en 
oxalacetato, mediante malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37), que a su 
vez se transforma en fosfoenolpiruvato mediante la acción de 





























La expresión de PEPCK se incrementa paralelamente a un 
descenso en el contenido de los ácidos (apartado VI.3.1 y VI.3.5), 
activándose la ruta de gluconeogénesis que genera fructosa y glucosa. 
Al analizar mediante GC-MS la fructosa, la glucosa y la sacarosa 
presente en el contenido de las vesículas cultivadas en medio CM y 
CT, no se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en el 
porcentaje de los iones mayoritarios (datos no mostrados). Esta 
circunstancia era esperable puesto que la transformación de 
oxalacetato a piruvato rquiere de una decarboxilación adicional que 
elimina el carbono marcado restante.  
Figura VI-54: Distribución 
isotópica del ión molecular 423 
m/z del derivado trimetilsililado 
del malato en vesículas 
cultivadas in vitro en medio 
suplementado con 5000 ppm de 
ácido cítrico ( ) y en medio 
suplementado con 5000 ppm de 
1,5-13C-ácido cítrico ( ). Letras 
diferentes indican diferencias 
significativas por ion (µ ± E.S., 




































Los resultados también indican que al añadir citrato al medio 
de cultivo, la fructosa, la glucosa y la sacarosa incrementan su 
concentración significativamente (P<0.05) en el interior de las 
vesículas cultivadas in vitro un 14.8%, 19.3% y 100.4% 
respectivamente (Figura VI-45). El incremento de los azúcares debe 
ser consecuencia del único compuesto adicionado al medio de cultivo, 
el ácido cítrico. El suplemento de ácido cítrico, aunque fuera 
marcado, incrementó asi mismo la cantidad de fructosa, glucosa y 
sacarosa (Tabla VI-2). Este incremento no afecta a la concentración 
de inositol, que no participa de la gluconeogénesis. Aunque las 
evidencias presentadas anterioremente sugieren que la ruta de 
degradación de ácido cítrico exógeno se produce a través de la vía 
GABA, las cantidades de ácidos incrementadas a raíz del suministro 
de ácido cítrico marcado no difieren significativamente (P<0,05) de 
aquellas determinadas en los cultivos sin suplemento de citrato. 
Solamente los compuestos finales, los azúcares aparecen 
incrementados en su concentración.  
Tabla VI-2: Porcentaje de fructosa, glucosa, 
sacarosa, inositol, citrato marcado (1,5-13C-
ácido cítrico), malato, fumarato y succinato 
en el interior de vesículas cultivadas in vitro 
en medio suplementado con 5000 ppm de 1,5-
13C-ácido cítrico (CM) respecto al medio sin 
adición de citrato (CT). Comparación de 
medias para cada compuesto (n=6). 
 CM/CT 
±n-1 sig  
Fructosa 114.85 ± 0.99 ** 
Glucosa 119.26 ± 1.87 *** 
Sacarosa  200.44 ± 7.30 *** 
myo-inositol 123.18 ± 10.46 no dif 
Citrato marcado 1709.49 ± 304.3 *** 
Malato 108.19 ± 20.56 no dif 
Fumarato 83.94 ± 26.43 no dif 





 En cítricos, se han identificado 3 genes que presumiblemente 
codifican para fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, denominados 
PEPCK1, PEPCK2 y PEPCK3, 3 genes que codifican 
presumiblemente para fosfoenolpiruvato carboxilasa, 
denominados PEPCL1, PEPCL2 y PEPCL3, y 2 genes que codifican 
para fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa, denominados PEPCL-
K1 y PEPCL-K2. Estos genes, por lo tanto, forman 3 pequeñas 
familias de unos pocos miembros. 
 
 PEPCK1 se expresa más que PEPCK2 y PEPCK3 tanto en pulpa, 
como en hoja y raíz; en el fruto la expresión de PEPCK1 varía en 
función del estado de maduración. 
 
 En el fruto, la inducción inicial de PEPCK1 se produce en 
septiembre-noviembre durante la fase de reducción rápida de la 
acidez y el incremento de azúcares. Otras inducciones posteriores 
no parecen relacionadas con estos dos procesos. 
 
 Los resultados obtenidos en los experimentos de adición de ácido 
cítrico marcado indican que la degradación de ácido cítrico 
durante la maduración se produce por la ruta de GABA y no a 
través de ATP citrato liasa. 
 
 En conjunto los datos presentados sugieren que el flujo de 
carbono proveniente de la degradación de los ácidos es utilizado 
en la gluconeogénesis para la síntesis de azúcares y el elemento 









































































VII. Conclusiones generales. 
En esta tesis se seleccionaron inicialmente 5 genotipos mutantes 
de Clementina que mostraban alteraciones en la maduración del 
fruto. El análisis conjunto mediante el cruzamiento de los datos y las 
posteriores correlaciones obtenidas a partir del estudio de sus 
transcriptomas permitió identificar 161 genes implicados en los 
procesos de maduración. Entre estos genes, el papel de 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, se estudió con atención particular, 
puesto que este gen representa un “cruce de caminos” entre los 
procesos de acumulación de azúcares y reducción de ácidos.  
Por último, se utilizaron técnicas de CGH, PCR cuantitativa y 
FISH para tratar de identificar fragmentos de ADN mutados en el 
genotipo Z46. 
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se pueden 
recapitular en las siguientes conclusiones: 
 
1. Se han caracterizado cinco genotipos de Clementina con los códigos 
Z46, H03, I09, D11 y J59 con alteraciones en la maduración:  
1.1. El fruto del mutante Z46 es más redondo, más firme en época 
de sobremaduración, tiene más SST, más acidez y mayor IM. 
Presenta una reducción de la ruta de degradación de GABA y 
una activación mitocondrial de la síntesis de citrato. 
1.2. El fruto del mutante H03 tiene menos SST, menos acidez y 
parece presentar una inhibición general de la síntesis y 
metabolismo de ácido cítrico. 
1.3. El fruto del mutante I09 presenta más acidez, menor IM y 
parece presentar una reducción de la activación de la ruta de 
degradación de GABA. 
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1.4. El fruto del mutante D11 tiene menos acidez y al igual que 
H03 parece presentar una reducción de la actividad de la ruta 
de degradación de GABA. 
1.5. El mutante J59 tiene menos acidez y presenta alteraciones en 
la ruta del ácido cítrico semejantes a las de D11 y H03 aunque 
se diferencia de ellos por una fuerte represión de la síntesis de 
flavonoides. 
 
2. El análisis conjunto de la expresión génica en el fruto y de los 
parámetros más importantes de la maduración ha permitido 
identificar 161 genes implicados en la maduración. Los datos 
indican que durante la reducción del contenido de los ácidos, el 
ácido cítrico se cataboliza mediante la activación de la ruta GABA, 
proceso paralelo a la inducción de la gluconeogénesis. 
 
3. El estudio de los transcriptomas de los frutos de estos 5 mutantes 
también ha revelado un esquema general que sugiere que la 
acumulación de ácido cítrico se relaciona con la inhibición de la 
ruta GABA, como en los mutantes Z46 e I09, mientras que la 
reducción en acidez depende de la inhibición de la síntesis y 
metabolismo de citrato como en los mutantes D11, H03 y J59. 
Estos dos procesos son por tanto clave en aplicaciones 
biotecnológicas o agrícolas que pretendan la modificación de la 
acidez de los frutos. 
 
4. En relación con el genotipo Z46, se han detectado y mapeado 118 




5. Mediante CGH, micromatrices de expresión, PCR cuantitativa y 
FISH se han obtenido evidencias de que el mutante Z46 posee un 
fragmento de DNA delecionado en su genoma ubicado en la región 
telomérica, en el extremo del cromosoma 9. 
 
6. Los resultados obtenidos mediante el suplemento de ácido cítrico 
frío y marcado con 13C y el análisis GC-MS sugieren que el citrato se 
cataboliza a través de la ruta GABA, y que en esta época y en 
paralelo a la activación de la ruta GABA tiene lugar también una 
activación de la conversión de oxalacetato a piruvato mediante la 
inducción de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. 
 
7. En su conjunto, los datos presentados en este trabajo sugieren que 
la degradación de ácido cítrico se produce por la ruta de GABA. En 
este contexto, el flujo de carbono proveniente de la degradación de 
los ácidos parece ser utilizado en la gluconeogénesis para la síntesis 
de azúcares. La activación de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa es el 
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